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Endometrioza in rak endometrija sta hormonsko odvisni, pogosti ženski ginekološki 
bolezni. Endometrioza predstavlja eno najpogostejših kroničnih benignih ginekoloških bolezni, 
ki je značilna predvsem za ženske pred menopavzo in je najpogostejši vzrok neplodnosti. Rak 
endometrija pa je značilen predvsem za ženske po menopavzi in je v Sloveniji na petem mestu 
najpogostejših malignih obolenj, v svetovnem merilu pa na šestem mestu. Obe bolezni povezuje 
hormonska odvisnost, kjer je povečana koncentracija estrogenov in/ali zmanjšana koncentracija 
progesterona dejavnik tveganja za nastanek obeh bolezni. Diagnosticiranje endometrioze 
trenutno poteka z invazivnimi metodami, saj biokemijski označevalci, ki bi omogočili 
zanesljivo neinvazivno postavitev diagnoze, še niso znani. Namen naših študij na področju 
endometrioze je identifikacija biokemijskih označevalcev, ki skupaj s kliničnimi podatki bolnic 
predstavljajo osnovo za statistično analizo, modeliranje in izgradnjo diagnostičnih modelov, ki 
bi jih lahko prenesli v klinično prakso. Pri bolnicah z rakom endometrija pa je namen naših 
študij identifikacija tako diagnostičnih kot tudi prognostičnih biokemijskih označevalcev. 
Diagnostični biokemijski označevalci endometrioze in raka endometrija bi omogočili zgodnejše 
odkritje bolezni, kar bi vodilo v zgodnejše zdravljenje in bi tako preprečilo napredovanje 
bolezni, s pomočjo prognostičnih biokemijskih označevalcev raka endometrija pa bi lahko 
identificirali bolnice z bolj ali manj agresivno obliko bolezni in temu ustrezno prilagodili obseg 
in vrsto operativnega pristopa. 
Biokemijske označevalce endometrioze in raka endometrija smo iskali med 
posameznimi proteini (o. p. CA-125, HE4, ARX) ter s pristopi tarčne »omike« v naboru 
številnih proteinov (o. p. od 40 do 900 različnih proteinov) in metabolitov (o. p. od 163 do 188 
različnih metabolitov). 
V prvem delu doktorske disertacije smo tako na osnovi predhodne transkriptomske 
študije preverili potencial ARX (angl. Aristaless-related homeobox) kot možnega 
biokemijskega označevalca endometrioze. Ugotovili smo, da ARX ni biokemijski označevalec 
endometrioze, saj izvira iz strome jajčnika in ne iz endometriotičnih epitelnih ali stromalnih 
celic. Glede na prisotnost ARX-a v celicah, ki izvirajo iz ovarijske strome, pa smo predpostavili, 
da bi lahko predstavljal označevalca sex cord-stromalne diferenciacije pri tumorjih jajčnikov. 
V sodelovanju z Ginekološko kliniko Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani in 
Ginekološko kliniko Medicinske univerze na Dunaju smo zbrali krvne vzorce bolnic z 
endometriozo, rakom endometrija in dveh kontrolnih skupin bolnic. Na osnovi izmerjenih 
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serumskih koncentracij dveh tumorskih označevalcev (o. p. CA-125 in HE4), zbranih kliničnih 
podatkov in s pristopi logistične regresije smo postavili več različnih diagnostičnih modelov za 
bolnice z endometriozo in diagnostičen model za bolnice z rakom endometrija. Ugotovili smo 
tudi, da ima HE4 v primerjavi s CA-125 pri raku endometrija boljše prognostične karakteristike, 
vendar prognostičnega modela nismo uspeli postaviti.  
V sodelovanju z inštitutom Helmholtz Zentrum München (Institute of Experimental 
Genetics, Genome Analysis Centre, Nueherberg, Nemčija) smo s pomočjo komercialno 
dostopnih kompletov in z uporabo tekočinske kromatografije, sklopljene s tandemsko masno 
spektrometrijo, v plazmi bolnic z endometriozo in rakom endometrija določili koncentracije 
188 oz. 163 različnih metabolitov lipidov. Preliminarni rezultati študije metabolitov kot 
potencialnih biokemijskih označevalcev endometrioze so pokazali, da je med bolnicami z 
različnimi oblikami endometrioze in kontrolno skupino bolnic več statistično značilno 
spremenjenih metabolitov, kar nam je predstavljalo izhodišče za izgradnjo diagnostičnega 
modela. Pri bolnicah z rakom endometrija smo identificirali tri posamezne metabolite in 341 
razmerij koncentracij metabolitov, ki predstavljajo potencialne diagnostične biokemijske 
označevalce. Postavili smo tudi diagnostičen model, ki vključuje tri različna razmerja 
metabolitov in dodani podatek o statusu kajenja. Postavili smo štiri različne prognostične 
modele za napoved prisotnosti globoke invazije v miometrij in model za napoved prisotnosti 
limfovaskularne invazije pri bolnicah z rakom endometrija. 
Z uporabo proteinskih mikromrež smo na manjšem številu vzorcev plazme bolnic s 
peritonealno endometriozo in plazme kontrolne skupine bolnic iz nabora 900 različnih 
proteinov identificirali 24 potencialnih biokemijskih označevalcev, med katerimi smo 
koncentracije treh proteinov določili na večjem številu vzorcev bolnic z različnimi oblikami 
endometrioze. 
Z uporabo visoko zmogljive imunološke metode, imenovane »Luminex«, smo v plazmi 
bolnic z endometriozo in plazmi kontrolne skupine bolnic določili koncentracije 40 različnih 
citokinov in kemokinov. Na osnovi plazemskih koncentracij teh vnetnih dejavnikov in z 
uporabo ustreznih statističnih pristopov diagnostičnega modela, ki bi ločeval bolnice z 
endometriozo od kontrolne skupine bolnice, ni bilo mogoče postaviti. 
Z navedenimi študijami smo tako prispevali k identifikaciji biokemijskih označevalcev 
endometrioze in raka endometrija. Pokazali smo, da lahko na osnovi izmerjenih vrednosti 
določenih proteinov in/ali metabolitov, zbranih kliničnih podatkov ter z ustreznimi statističnimi 
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pristopi postavimo modele z dobrimi diagnostičnimi in/ali prognostičnimi karakteristikami, ki 
bi jih lahko, po dodatnih validacijskih študijah, prenesli v klinično prakso. 
  





Endometriosis and endometrial cancer are hormone-dependent gynecological diseases. 
Endometriosis is one of the most common chronic benign gynecological diseases; it is 
predominantly prevalent in pre-menopausal women, and is the most common cause of 
infertility. Endometrial cancer is particularly prevalent in post-menopausal women, and it is the 
fifth most common malignant disease in Slovenia, and the sixth in the world. As hormone-
dependent diseases, increased estrogen levels and/or decreased progesterone levels are a risk 
factor for the emergence of both endometriosis and endometrial cancer. Diagnosis of 
endometriosis is currently performed through an invasive surgical approach, as to date there are 
no biomarkers known that can provide reliable non-invasive diagnosis.  
One aim of our studies on endometriosis and endometrial cancer is thus the 
identification of biomarkers that can be combined with clinical data of patients as the starting 
point for statistical analysis and construction of diagnostic models that can be translated into 
clinical practice. Diagnostic biomarkers of endometriosis and endometrial cancer will enable 
their earlier detection, allowing earlier treatment to prevent progression of these diseases. 
Similarly, we aim to identify prognostic biomarkers of endometrial cancer, through which it 
will be possible to better define the aggressive nature of these cancers, and hence to adjust the 
treatment approaches for these patients accordingly. 
We searched for biomarkers of endometriosis and endometrial cancer among individual 
proteins (i. e. CA-125, HE4, ARX) as well as in a panel of proteins (i. e. from 40 to 900 different 
proteins) and metabolites (i. e. from 163 to 188 different metabolites). 
In the first part of this project for my doctoral thesis, and on the basis of a previous 
transcriptomic study, we investigated the Aristaless-related homeobox (ARX) protein as a 
biomarker of endometriosis. However, this was not the case, as ARX originates from the 
ovarian stroma rather than the endometriotic epithelial or stromal cells. Therefore, as ARX is 
found in the ovarian stroma and cells derived from the ovarian stroma, and also in all types of 
sex-cord stromal tumors of the ovary, we hypothesize that it represents a marker for sex-cord 
stromal differentiation in ovarian tumours. 
We collected blood samples from patients with endometriosis and endometrial cancer, 
and also from control groups of patients, in collaboration with the Department of Obstetrics and 
Gynaecology at the University Medical Centre Ljubljana (Ljubljana, Slovenia) and with the 
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Medical University (Vienna, Austria). On the basis of the serum concentrations of two tumor 
markers, CA-125 and HE4, and the collected patient clinical data and our logistic regression 
analysis, several diagnostic models were constructed for patients with endometriosis, and a 
diagnostic model was constructed for patients with endometrial cancer. Here, we showed that 
serum HE4 levels have superior prognostic value compared to serum CA-125 levels, although 
we did not succeed in establishing a suitable prognostic model.  
In a further collaboration with Helmholtz Zentrum München (Institute of Experimental 
Genetics, Genome Analysis Centre, Nueherberg, Germany), we used commercially available 
analytical kits and liquid chromatography–tandem mass spectrometry to define the plasma 
concentrations of 188 and 163 different lipid metabolites in patients with endometriosis and 
endometrial cancer, respectively. Our preliminary analysis of these metabolites as biomarkers 
of endometriosis indicated several different statistically significant metabolic variables between 
patients with different types of endometriosis and the control group. This provided the starting 
point for the construction of a diagnostic model. In the metabolic study for patients with 
endometrial cancer, three individual metabolites and 341 metabolite ratios were identified as 
potential diagnostic biomarkers. We thus constructed a diagnostic model using three metabolite 
ratios and with the addition of smoking status. For these patients with endometrial cancer, we 
also constructed four different prognostic models for the presence of deep myometrial invasion, 
plus a model for the presence of lymphovascular invasion. 
Using plasma samples collected from patients with peritoneal endometriosis and a 
control group of patients, we also used proteomics aporoch with antibody microarrays to define 
24 potential biochemical markers from a set of 900 different proteins. Although this was carried 
out on a relatively small number of plasma samples, one of these biochemical markers was also 
confirmed for a larger number of samples from patients with different types of endometriosis.  
We also used a high-performance immunological method known as ‘Luminex’ to 
determine the concentrations of 40 different cytokines and chemokines in plasma samples from 
patients with endometriosis and from a control group of patients. Through the appropriate 
statistical approaches, the aim was to define a diagnostic model here to separate the patients 
with endometriosis from the control group of patients; however, such a model could not be 
established on the basis of the plasma concentrations of these inflammatory factors. 
These studies have contributed to the identification of biomarkers of endometriosis and 
endometrial cancer. We have demonstrated that on the basis of the levels of certain proteins 
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and/or metabolites, the collected clinical data of the patients, and the appropriate statistical 
approaches, models with good diagnostic and/or prognostic characteristics can be defined. 
Following additional validation studies, the aim is to transfer these to clinical practice. 
  




aa  dialkil (angl. dialkyl) 
AC  acilkarnitin (angl. acylcarnitine) 
ae  acil-alkil (angl. acyl-alkyl) 
AUC  površina pod krivuljo (angl. area under the curve) 
CA-125 karcinomski antigen 125 (angl. cancer antigen 125) 
Cq  cikel kvantifikacije 
DIE  globoko infiltrativna endometrioza 
E  učinkovitost (angl. efficiency) 
ELISA  encimskoimunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) 
ESI  ionizacija z elektrorazprševanjem (angl. electrospray ionisation) 
FIGO  mednarodna zveza za ginekologijo in porodništvo (fr. La Fédération  
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) 
G  gradus (angl. grade) 
HE4   človeški epididimis protein 4 (angl. human epididymis protein 4) 
IFN-γ  interferon gamma 
IL  interlevkin (angl. interleukin) 
ITM  indeks telesne mase 
LC  tekočinska kromatografija (angl. liquid chromatography) 
LDA  mreže nizke gostote (angl. low-density array) 
LN  lažno negativen 
LP  lažno pozitiven 
lysoPC lizofosfatidilholin (angl lysophosphatidylcholine) 
MS/MS tandemska masna spektrometrija (angl. tandem mass spectrometry) 
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mRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
NE  normalni endometrij (angl. normal endometrium) 
NF-κB  jedrni faktor kappa B (angl. nuclear factor kappa B) 
NO  normalni jajčnik (angl. normal ovary) 
NNV  negativna napovedna vrednost 
OE  ovarijska endometrioza (angl. ovarian endometriosis) 
PC  fosfatidilholin (angl. phosphatidylcholine) 
PE  peritonealna endometrioza (angl. peritoneal endometriosis) 
PNV  pozitivna napovedna vrednost 
rAFS  (popravljeno) ameriško združenje za reproduktivno medicino (angl. revised  
American Fertility Society) 
RN  resnično negativen 
RP  resnično pozitiven 
ROC  krivulja lastnosti delovanja sprejemnika (angl. receiver operating characteristic  
curve) 
SD  standardni odklon (angl. standard deviation) 
SM  sfingomielin (angl. sphingomyelin) 
SMOH hidroksisfingomielin (angl. hydroxysphingomyelin) 
TNF-α  faktor tumorske nekroze α (angl. tumor necrosis factor α) 
qPCR  kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. quantitative  
real-time polymerase chain reacion) 
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1  UVOD 
1.1  ENDOMETRIOZA 
Endometrioza je kompleksna, pogosta, od estrogenov odvisna ginekološka bolezen, kjer se 
tkivo, podobno endometrijskim žlezam in stromi, pojavi tudi zunaj maternice (Vercellini in 
sod., 2014; Giudice, 2010; Olive in Schwartz, 1993). Ocenjujejo, da je bolezen prisotna pri 
5–10 % žensk v rodni dobi (Kvaskoff in sod., 2015; Vercellini in sod., 2014), odstotek pa se 
pri ženskah z neplodnostjo in/ali z bolečinami poviša na 30–50 % (Rogers in sod., 2013; Rogers 
in sod., 2009; Eskenazi in Warner, 1997). Glede na lokalizacijo endometriotičnih žarišč ločimo 
tri oblike endometrioze z različno etiologijo in patogenezo, in sicer endometriozo jajčnikov, 
peritonealno endometriozo in globoko infiltrativno endometriozo (Brosens in Benagiano, 2011; 
Nisolle in Donnez, 1997). Glede na obsežnost bolezni lahko endometriozo na osnovi 
popravljene razvrstitve ameriškega združenja za plodnost delimo na minimalno, blago, zmerno 
ali hudo obliko (Rock, 1995). Poznamo pa še dva načina razvrščanja endometrioze, in sicer 
Enzian in EFI (angl. Endometriosis Fertility Index), med katerima slednji napoveduje stopnjo 
zanositve po operativni diagnostiki/zdravljenju pri bolnicah z neplodnostjo. Ta dva načina sta 
v ginekologiji slabše sprejeta (Adamson, 2013; Adamson in Pasta, 2010).  
 
Patogeneza endometrioze je kompleksna in je ni moč razložiti zgolj z eno samo teorijo. Najbolj 
uveljavljenja je Sampsonova teorija retrogradne menstruacije, kjer endometrijsko tkivo potuje 
po jajcevodih nazaj proti peritonealni votlini in nato ostaja na ektopičnih mestih ter povzroči 
nastanek endometriotičnih žarišč (Sampson, 1927b). Tovrstna implantacijska teorija sicer 
predstavlja možen mehanizem nastanka večine endometriotičnih lezij, vsekakor pa ne razloži, 
zakaj pride do nastanka endometrioze samo pri nekaterih in ne pri vseh ženskah z retrogradno 
menstruacijo, in ne razloži endometriotičnih žarišč na oddaljenih mestih, kot so pljuča in 
možgani (Giudice, 2010; Bulun, 2009). Preostale možne razlage za nastanek endometrioze 
predstavljajo še teorija metaplazije celomskega epitela, transplantacija endometrijskega 
tkiva/celic po limfnih vodih ali po krvi, teorija motenega delovanja imunskega sistema in teorija 
Müllerjevih vodov (Burney in Giudice, 2012; T. Lanišnik Rižner, Ribič - Pucelj, M., 2010; 
Giudice in Kao, 2004; Olive in Schwartz, 1993). Pri bolnicah z endometriozo so tako moteni 
številni biokemijski procesi, kot na primer razgradnja zunajceličnega matriksa, angiogeneza, 
imunski odziv, pripenjanje celic ter metabolizem in delovanje steroidnih hormonov (Šmuc T., 
2008; Giudice in Kao, 2004; Nap in sod., 2004). 
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Simptomi endometrioze so precej nespecifični in jih povezujejo s številnimi drugimi obolenji, 
med drugim predvsem s sindromom razdražljivega črevesja, vnetega črevesja, intersticijskim 
cistitisom in adhezijami (Medicine, 2014). Pri diagnozi endometrioze se trenutno uporablja 
ultrazvok, izjemoma tudi računalniška tomografija in magnetna resonanca (Exacoustos in sod., 
2014; Chamie in sod., 2011; Grasso in sod., 2010), vendar je za dokončno diagnozo potrebna 
kirurška obravnava bolnice, ki vključuje laparoskopsko ali laparotomsko preiskavo, ki sta del 
tako diagnostike kot tudi zdravljenja (Dunselman in sod., 2014). Zdravljenje je usmerjeno 
predvsem v blaženje simptomov oz. odpravo bolečine, preprečitev napredovanja bolezni in 
izboljšanje plodnosti pri ženskah z željo po zanositvi (Jakič, 2016; Vogler A., 2003). 
Nespecifična simptomatika in invazivna diagnostika tako vodita v zakasnitev postavitve 
diagnoze, ki po nekaterih ocenah znaša tudi do 12 let (Arruda in sod., 2003). 
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1.2  RAK ENDOMETRIJA 
Rak endometrija je v svetovnem merilu šesta najpogostejša maligna bolezen pri ženskah z 
najvišjo incidenco v Evropi in Severni Ameriki (WHO, 2012). V obdobju 2010–2014 je v 
Sloveniji povprečno letno za rakom endometrija zbolelo 326 žensk (31,4/100.000), umrlo pa 
63 žensk (OI, 2014). Bolezen je značilna predvsem za ženske po menopavzi, približno 15 % jih 
zboli pred 50. letom starosti, 4 % žensk pa je mlajših od 40 let (Schindler, 2009; N. K. Lee in 
sod., 2007). Na osnovi klinično-patoloških karakteristik delimo rak endometrija na dve 
molekularno in klinično različni obliki (Bokhman, 1983). Večina bolnic (80 %) spada v skupino 
tipa I, ki vključuje endometrioidni ali mucinozni tip raka endometrija (Doll in sod., 2008). 
Tovrstni tumorji izvirajo iz kompleksne atipične hiperplazije, so hormonsko odvisni, značilni 
predvsem za bolnice v pre- ali perimenopavznem obdobju in predstavljajo prognostično bolj 
ugodno obliko raka endometrija. Tip II pa sestavljajo svetlocelični, serozni, nevroendokrini, 
nediferencirani in dediferencirani karcinomi ter karcinosarkom. Tovrstne oblike raka 
endometrija so redkejše, izvirajo iz atrofičnega endometrija, imajo visoko stopnjo malignosti 
in so prognostično bolj neugodne (Setiawan in sod., 2013; Yeramian in sod., 2013; Hecht in 
Mutter, 2006). Integrirani genomski, transkriptomski in proteomski pristop pa je leta 2013 
privedel do nove razvrstitve raka endometrija v štiri skupine, in sicer i) rak z zelo velikim 
številom mutacij, vključujoč mutacije v DNA-polimerazi epsilon, ii) rak z velikim številom 
mutacij zaradi nestabilnosti v popravljalnih mehanizmih DNA in mikrosatelitih, iii) rak z manj 
spremembami v številu kopij DNA ter iv) rak z več spremembami v številu kopij DNA (Cancer 
Genome Atlas Research in sod., 2013). Rezultati študije so pokazali, da je prognostično najbolj 
neugoden rak z več spremembami v številu kopij DNA, medtem ko je rak z velikim številom 
mutacij, vključujoč mutacije v DNA-polimerazi epsilon, povezan z veliko boljšim preživetjem. 
Dejavnike tveganja za razvoj raka endometrija predstavljajo prekomerna telesna teža skupaj z 
ostalimi komponentami metabolnega sindroma (tj. arterijska hipertenzija, sladkorna bolezen), 
zgodnja menarha in/ali pozna menopavza, sterilnost, nerojevanje, uporaba tamoksifena, 
prekomerno delovanje endogenih ali vnos eksogenih estrogenov brez dodanih sintetičnih 
progestagenov (progestinov) (Renehan in sod., 2008; Sonoda in Barakat, 2006; Kaaks in sod., 
2002; Purdie in Green, 2001; Pike in sod., 1997; Grady in sod., 1995; Key in Pike, 1988). 
Številni dejavniki tveganja tako potrjujejo splošno uveljavljeno hipotezo, da kronična 
izpostavljenost estrogenom brez zaščitnega delovanja progestagenov lahko vodi v razvoj 
rakavega obolenja. V zadnjem času pa številne raziskave kažejo, da se tudi androgeni vpletajo 
v razvoj raka endometrija, vendar njihova vloga še ni v celoti pojasnjena (Knific in Lanišnik 
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Rižner, 2017). Dedno pogojenih rakov endometrija je manj kot 5 % in se pojavijo pri 2–3 % 
bolnicah s sindromom Lynch (o. p. sindromom dednega nepolipoznega raka debelega črevesja 
in danke) ter pri bolnicah s sindromom Cowden (Shai in sod., 2014; Tan in sod., 2012; 
Bonadona in sod., 2011; Barrow in sod., 2009; Berends in sod., 1999). Krvavitev v menopavzi 
je nepravilna oz. neobičajna in je znak morebitne prisotnosti raka endometrija, vendar je le 10 
% krvavitev v menopavzi povezanih z rakom endometrija. Zdravljenje raka endometrija je 
kirurško (laparotomija, laparoskopija ali robotsko asistiran kirurški pristop) in zajema totalno 
histerektomijo (o. p. odstranitev maternice) z obojestransko adneksektomijo (o. p. odstranitev 
jajčnikov in jajcevodov) skupaj s pelvično in/ali paraaortno limfadenektomijo (Colombo in 
sod., 2016). Limfadenektomija (o. p. odstranitev medeničnih in/ali paraaortnih bezgavk) je del 
zamejitvene operacije pri bolnicah z rakom endometrija in je nujna pri bolnicah z 
neendometriodnimi oblikami raka endometrija, medtem ko so mnenja glede izvedbe in obsega 
limfadenektomije pri bolnicah z nizko stopnjo tveganja deljena. Smernice ESMO-ESGO-
ESTRO (angl. European Society for Medical Oncology; European Society of Gynaecological 
Oncology; European Society for Radiotherapy and Oncology) na osnovi rezultatov dveh 
randomiziranih kontrolnih kliničnih študij navajajo priporočila za opustitev limfadenektomije 
pri bolnicah z endometrioidnim tipom raka endometrija, gradusa 1 ali 2 in z <50-odstotno 
invazijo v miometrij, saj limfadenektomija pri tej skupini bolnic nima terapevtskega učinka in 
ne vpliva na preživetje (Colombo in sod., 2016; Kitchener in sod., 2009; Benedetti Panici in 
sod., 2008). Odstranitev bezgavk pri bolnicah poveča tveganje za zaplete med in/ali po 
operaciji, predvsem se poveča verjetnost pojava limfocist in limfedema (Achouri in sod., 2013). 
Prav tako so rezultati na osnovi podatkovne baze SEER (»National Cancer Institute's 
Surveillance, Epidemiology and End Results«) pokazali, da je tveganje za zasevanje v 
regionalne bezgavke pri bolnicah z nizkim ali srednje tveganim rakom endometrija zgolj 1,4-
odstotno (Vargas in sod., 2014). Bolnice z visokim tveganjem za ponovitev bolezni imajo 
neendometriodni tip raka endometrija, višji gradus, višji stadij, visoko starost in pridružene 
številne druge bolezni. Dobro definirani klinično-patološki faktorji so tako stadij FIGO, globina 
invazije v miometrij, stopnja diferenciacije endometrioidnega tumorja, tip tumorja in 
limfovaskularna invazija (Creasman in sod., 1987). Za uvajanje sistemske adjuvantne terapije 
se tako sedaj bolnice z rakom endometrija na podlagi klinično-patoloških karakteristik deli v 
pet skupin (Tabela 1). Napovedni dejavnik poteka bolezni pri bolnicah z rakom endometrija in 
prisotnosti zasevkov v bezgavkah pri bolnicah z rakom predstavlja limfovaskularna invazija, 
medtem ko ima globoka invazija v miometrij negativno preživetveno napovedno vrednost in 
vpliva na dopolnilno zdravljenje (Mariani in sod., 2001; Greven in sod., 1993; DiSaia in sod., 
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1985). Kompromis med popolno limfadenektomijo in opustitvijo tega dela operativnega 
pristopa predstavlja biopsija varovalnih bezgavk, kjer s pomočjo barvila (indocianin zeleno) ali 
kolidnega tehnecija, injiciranega v maternični vrat, identificirajo obarvane oz. aktivne bezgavke 
in jih odstranijo. Še boljši pristop pa predstavljajo biokemijski označevalci, s pomočjo katerih 
bi lahko identificirali bolnice z bolj agresivno obliko raka endometrija in jim tako prilagodili 
obseg operativnega postopka. Transvaginalni ultrazvok, biopsija endometrija, dilatacija in 
kiretaža z/brez histeroskopije so trenutno del diagnostike raka endometrija. Dodatne slikovne 
preiskave, kot na primer računalniška tomografija, magnetna resonanca in pozitronska 
emisijska tomografija, so namenjene oceni vraščanja tumorja v miometrij ali maternični vrat 
ter zasevanju v bezgavke (Haldorsen in Salvesen, 2016; Antonsen in sod., 2013; Zhu in sod., 
2010; Dijkhuizen in sod., 2000). Navedene preiskave so sicer del predoperativne obravnave 
bolnic, vendar imajo omejen diagnostičen/prognostičen potencial (Haldorsen in Salvesen, 
2016). 
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Tabela 1: Razdelitev bolnic na različne skupine glede na tveganje za ponovitev bolezni in izbiro primerne adjuvantne terapije. 
Skupine Stadij 
FIGO  
Tip tumorja Gradus endometrioidnega 
tumorja 




Nizka stopnja tveganja za 
ponovitev bolezni 
I Endometriodni G1, G2 <50 % Ne 
Srednja stopnja tveganja za 
ponovitev bolezni 
I Endometriodni G1, G2 ≥50 % Ne 
Srednje visoka stopnja 
tveganja za ponovitev 
bolezni 
I Endometriodni G3 <50 % Neodvisno 
I Endometriodni G1, G2 Neodvisno Da 
Visoka stopnja tveganja za 
ponovitev bolezni 
I Endometriodni G3 ≥50 % / 
II / / / / 
III Endometriodni / / / 
/ Neendometriodni / / / 
Napredovalna bolezen III, IVA / / / / 
Metastatska bolezen IVB / / / / 
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1.3  BIOKEMIJSKI OZNAČEVALCI  
 
Biokemijski označevalec je molekula, ki jo lahko objektivno merimo v krvi, drugih telesnih 
tekočinah ali tkivih in nam služi kot indikator fizioloških ali patofizioloških procesov ali 
farmakoloških odzivov na zdravljenje (Biomarkers Definitions Working, 2001). Biokemijske 
označevalce lahko delimo v štiri skupine: diagnostične, prognostične, prediktivne in 
terapevtske (Carlomagno in sod., 2017). Z uvedbo tako imenovanih tehnologij »omik«, kot so 
transkriptomika, metabolomika in proteomika, se je povečal nabor preiskovanega števila 
potencialnih biokemijskih označevalcev. Rezultate študij pa medsebojno težko primerjamo 
zaradi raznovrstnih načinov podajanja informacij/rezultatov, kar je privedlo do izoblikovanja 
smernic, s pomočjo katerih bi se lahko poenotil način objavljanja rezultatov študij biokemijskih 
označevalcev (Collins in sod., 2015; Altman in sod., 2012). Čeprav se nabor preiskovanih 
potencialnih biokemijskih označevalcev stalno povečuje, pa so tako matematično kot tudi 
klinično uporabni modeli, ki vsebujejo največ 10 različnih biokemijskih označevalcev (Xia in 
sod., 2013). S pomočjo izmerjenih vrednosti biokemijskih označevalcev tako želimo postaviti 
napovedni model, s katerim lahko uspešno razvrstimo bolnice v posamezno skupino (o. p. 
zdrava ali bolna). Kliničen izid tako predstavimo kot binarno spremenljivko (o. p. 1 ali 0), ki jo 
napovedujemo s pomočjo kontinuiranih (o. p. koncentracije metabolitov, starost, indeks telesne 
mase), drugih binarnih ali večkategornih spremenljivk (Zou in sod., 2007). Najboljši pristop pri 
ocenjevanju uspešnosti biokemijskih označevalcev je upoštevanje pogostosti, s katero 
predstavljeni model poda napovedne vrednosti (Tabela 2, Slika 1). 
 
Tabela 2: Osnovna tabela za izračun občutljivosti, specifičnosti, pozitivne in negativne 
napovedne vrednosti. 
 












 RP  RN 
OBČUTLJIVOST RP + LN SPECIFIČNOST RN + LP 
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POZ. NAPOVEDNA  RP NEG. NAPOVEDNA  RN 
VREDNOST RP + LP VREDNOST RN + LN 
 
Občutljivost 80 % nam pove, da lahko s pomočjo postavljenega modela uspešno 
diagnosticiramo 80 % bolnic, v kolikor pa med bolnice uvrstimo tudi 10 % zdravih oseb, ima 
model podano specifičnost 90 %. Predstavljeni klinični parametri so vezani na populacijo, iz 
katere izhaja vzorec, na osnovi katerega smo model tudi postavili. Pri iskanju biokemijskih 
označevalcev, predvsem pri boleznih z nizko prevalenco, je poleg velikosti vzorca pomembna 
tudi sama zasnova klinične študije (o. p. študija primerov in kontrol ali retrospektivna študija 
ali prospektivna študija ...). Rezultati vseh študij pa morajo biti nato ustrezno validirani na 
večjem številu oseb v okviru različnih centrov (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016). 
 
 
Slika 1: Prikaz kliničnih parametrov na osnovi izmerjenih koncentracij biokemijskega 
označevalca. Porazdelitev je prikazana z dvema Gaussovima krivuljama, navpična črtkana 
črtica pa predstavlja mejno koncentracijo (prirejeno po Xia in sod., 2013). RP – resnično 
pozitiven; RN – resnično negativen; LN – lažno negativen; LP – lažno pozitiven. 
Karakteristike postavljenega modela lahko grafično prikažemo s pomočjo krivulje delovanja 
sprejemnika (o. p. krivulja ROC), ki predstavlja standardno metodo ocene delovanja kliničnega 
testa (Slika 2). Analiza s pomočjo krivulje ROC je najbolj objektivna in statistično veljavna 
metoda ocenjevanja uspešnosti biokemijskega označevalca ali nabora biokemijskih 
označevalcev, površina pod krivuljo (o. p. AUC) pa je številčni prikaz rezultata analize (Zou in 
sod., 2007). Najvišja vrednost AUC je 1 (o. p. idealni model; 100-odstotno pravilna klasifikacija 
bolnic), medtem ko vrednosti 0,9–1 predstavljajo zelo dober model, 0,8–0,9 dober model, 0,7–
0,8 dober model, vrednost 0,5 pa predstavlja klinično neuporaben model. Na podlagi krivulje 
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ROC lahko z različnimi pristopi (o. p. minimalna razdalja od levega zgornjega roba do točke 
na krivulji, Youdenov indeks ...) tudi izračunamo in določimo optimalno mejno koncentracijo. 
S pomočjo ustreznih statističnih pristopov pa lahko nato s kombiniranjem večjega števila 
»šibkih« posameznih biokemijskih označevalcev zgradimo model z naborom biokemijskih 
označevalcev in dodanimi kliničnimi podatki z ustreznimi diagnostičnimi in/ali prognostičnimi 
karakteristikami. 
 
Slika 2: Shematski prikaz krivulje delovanja sprejemnika (o. p. krivulja ROC). Prikazane so tri 
različne krivulje s pripadajočo vrednostjo površine pod krivuljo: AUCA = 1, AUCB = 0,85 in 
AUCC = 0,5 (prirejeno po Zou in sod., 2007). 
1.3.1 Biokemijski označevalci endometrioze 
 
Diagnosticiranje endometrioze trenutno še vedno poteka z invazivnimi metodami (o. p. 
laparoskopija, laparotomija), saj biokemijski označevalci, ki bi omogočali zanesljivo postavitev 
diagnoze endometrioze, še vedno niso znani. Z uvedbo globalnih pristopov proteomike, 
metabolomike in transkriptomike smo tako v zadnjih letih priča velikemu napredku pri iskanju 
novih molekularnih biokemijskih označevalcev endometrioze (Rižner, 2014). Navedene 
pristope smo uporabili tudi v naši raziskovalni skupini, in sicer pri identifikaciji biokemijskih 
označevalcev ovarijske endometrioze (Slika 3). Biokemijske označevalce endometrioze so 
raziskovalci do sedaj iskali med proteini, ki so vključeni predvsem v procese imunskega odziva, 
ožiljanja (o. p. angiogeni faktorji), pripenjanje celic, razgradnje zunajceličnega matriksa, 
apoptoze kot tudi med rastnimi faktorji, glikoproteini, tumorskimi antigeni, avtoprotitelesi ter 
med proteini iz skupine steroidnih in ostalih hormonov kot tudi med metaboliti in 
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nekodirajočimi molekulami RNA. Kljub temu da je bilo sedaj identificiranih že mnogo 
potencialnih biokemijskih označevalcev endometrioze, do prenosa v klinično uporabo še ni 
prišlo, kar sta pokazali tudi dve obsežni sistematski študiji (Rižner, 2014; May in sod., 2010). 
Neinvaziven diagnostičen test, ki bi s pomočjo biokemijskih označevalcev identificiral bolnice 
z endometriozo, bi bil neprecenljiv, saj bi omogočil zgodnejše diagnosticiranje in zdravljenje, 
kar bi pozitivno vplivalo na plodnost, odpravo bolečin in izboljšanje kakovosti življenja bolnic 
z endometriozo (Fassbender, Burney, Dorien, in sod., 2015; Fassbender in sod., 2013; 
Meuleman in sod., 2009). 
 
1.3.2 Biokemijski označevalci raka endometrija 
 
Biokemijske označevalce za diagnostiko in prognostiko raka endometrija so doslej iskali v 
periferni krvi, serumu, plazmi, urinu in tkivu s tarčnimi in netarčnimi globalnimi pristopi 
transkriptomike, proteomike in metabolomike. Biokemijske označevalce raka endometrija so 
iskali predvsem med posameznimi proteini ali naborom različnih proteinov, nekodirajočimi 
molekulami RNA, metaboliti in tudi med posameznimi encimi (T. Lanišnik Rižner, 2016). 
Razvoj prognostičnega testa, ki bi s pomočjo biokemijskih označevalcev identificiral bolnice z 
bolj agresivno obliko, bi bil neprecenljiv, saj bi takšen pristop omogočil oceno obsega operacije 
in prilagojeno pooperativno zdravljenje. Pri asimptomatskih bolnicah z visokim tveganjem za 
razvoj raka endometrija, predvsem pri bolnicah, ki se zdravijo s tamoksifenom ali imajo dedni 
sindrom raka endometrija, pa bi bil klinično pomemben presejalni test, saj bi omogočil 
zgodnejše diagnosticiranje in zdravljenje. Rak endometrija je prisoten tudi pri bolnicah v rodni 
dobi, zato ima kirurško zdravljenje pri tej skupini bolnic trajne in ireverzibilne posledice. S 
pomočjo biokemijskih označevalcev raka endometrija in z razvojem algoritmov z ustreznimi 
diagnostičnimi in prognostičnimi karakteristikami bi tako prispevali k bolnicam prilagojenemu 
zdravljenju in izboljšanju kakovosti življenja. 
 




Slika 3: Študije uporabe »omskih« pristopov pri identifikaciji biokemijskih označevalcev 
ovarijske endometrioze (Kocbek in sod., 2015; Vouk in sod., 2012; Vouk in sod., 2011). 
OE – ovarijska endometrioza; NE – normalni endometrij; NO – normalni jajčnik; 
LDA – mreža nizke gostote; ESI-MS/MS – tandemska masna spektrometrija z ionizacijo z 
elektrorazprševanjem; ELISA – encimskoimunski test. 
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2  NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Namen doktorske disertacije 
Namen disertacije je s pristopi proteomike in metabolomike identificirati nabore proteinov in 
metabolitov, ki bodo predstavljali potencialne diagnostične ali prognostične biokemijske 
označevalce endometrioze in raka endometrija. 
S pomočjo statističnih orodij želimo zgraditi algoritem, ki bo predstavljal osnovo za razvoj 
diagnostičnega ali prognostičnega testa s potencialom za uporabo v kliniki. 
Preveriti želimo tudi diagnostične in prognostične značilnosti kombinacije označevalcev 
CA-125 in HE4 pri endometriozi in raku endometrija. 
 
Postavljene hipoteze 
S pristopom proteinskih mikromrež in visokozmogljive imunološke tehnologije lahko iz nabora 
900 proteinov oz. 40 proteinov iz skupine citokinov in kemokinov opredelimo vsaj 20 oz. 5 
proteinov, ki kažejo statistično značilne razlike med bolnicami z endometriozo in kontrolno 
skupino bolnic ter lahko predstavljajo potencialne biokemijske označevalce endometrioze. 
Izmed 163 oz. 188 metabolitov lipidov lahko opredelimo potencialne biokemijske označevalce 
endometrioze in raka endometrija, kar bo omogočilo nadaljnji razvoj diagnostičnega oz. 
prognostičnega algoritma. 
Kombinacija biokemijskih označevalcev CA-125 in HE4 ima potencialno diagnostično ali 
prognostično vrednost pri endometriozi in raku endometrija. 
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3  KLINIČNI VZORCI, MATERIALI IN METODE 
3. 1  Zbiranje kliničnih vzorcev 
3.1.1  Endometrioza 
Vzorce krvi, ki smo jih uporabili v naših študijah, smo zbrali na Kliničnem oddelku za 
reprodukcijo na Ginekološki kliniki Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani v 
sodelovanju z doc. dr. Andrejem Voglerjem, Klaro Primc, Tanjo Lončar ter na Ginekološki 
kliniki Medicinske univerze na Dunaju v sodelovanju s prof. Renéjem Wenzlom in Manuelo 
Gstöttner. Celokupno smo zbrali 316 vzorcev krvi bolnic z endometriozo, bolnic s simptomi, 
značilnimi za endometriozo (bolnice z bolečinami in/ali težavami s plodnostjo), bolnic s 
seroznimi cistadenomi, dermoidi, mucinoznimi cistadenomi in miomi. Študijo sta odobrili 
Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (0120-127/2016-2, KME 49/03/16) in 
avstrijska komisija za medicinsko etiko (EMMA 545/2010). Vse preiskovanke, ki so bile 
vključene v študijo, so podale pisno soglasje. 
Bolj natančen opis in pripadajoči klinični podatki so zajeti v poglavjih 4.1.2, 5.1, 5.2 in 5.3. 
3.1.2  Rak endometrija 
Vzorce krvi, ki smo jih uporabili v naših študijah, smo zbrali na Kliničnem oddelku za 
ginekologijo na Ginekološki kliniki Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani v 
sodelovanju z dr. Leonom Megličem, Mileno Osredkar, dr. Ireno Tonin in prof. dr. Špelo 
Smrkolj. Zbrali smo 144 vzorcev krvi bolnic z rakom endometrija, miomi in prolapsom uterusa. 
Študijo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (0120-127/2016-2, KME 
49/03/16). Vse preiskovanke, ki so bile vključene v študijo, so podale pisno soglasje. 
Podrobnejši opis izbranih vzorcev skupaj s kliničnimi podatki je zajet v poglavjih 4.2.2 in 4.2.3. 
3.2  Celične linije 
V okviru doktorske disertacije smo uporabljali epitelijsko endometriotično celično linijo 12-Z 
(ektopični endometrij bolnice s peritonealno endometriozo; celična linija, pridobljena leta 
2009) in stromalno endometriotično linijo 22-B (ektopični endometrij bolnice s peritonealno 
endometriozo; celična linija, pridobljena leta 2009), ki so ju razvili v skupini prof. dr. Anne 
Starzinski-Powitz (Banu in sod., 2008; Zeitvogel in sod., 2001), ter celično linijo 23-HO 
(granulozne ovarijske celic), ki so jo razvili v skupini dr. Abrahama Amsterdama (Hosokawa 
in sod., 1998). Celične linije smo poslali v avtentifikacijo na osnovi profila STR (angl. short 
tandem repeat) v ATCC (angl. American Type Culture Collection), sami pa smo potrdili, da 
celične linije niso bile okužene z mikoplazmami (Rižner in Adamski, 2017). Celične linije smo 
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gojili do pasaž 48–52 v priporočenih gojiščih z dodatkom ustrezne količine fetusnega seruma 
goveda in antibiotikov.  
Podrobnejši opis gojenja uporabljenih celičnih linij je zajet v poglavju 4.1.1. 
3.3  Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Izražanje genov smo preverjali s pomočjo komercialno dostopnih kompletov oligonukleotidnih 
začetnikov in sond (Applied Biosystems) ter z uporabo tehnologije »TaqMan«. Poskuse smo 
izvedli na aparaturi za PCR v realnem času LightCycler® 480 Roche (poglavje 4.1.1). Za vsak 
komplet oligonukleotidnih začetnikov in sond smo izračunali učinkovitost PCR-reakcije (E) in 
le-to upoštevali pri izračunih. Izražanje posameznega gena smo izračunali na osnovi cikla 
kvantifikacije (Cq) in kot E-Cq ter delili z normalizacijskim faktorjem. Opis izbora referenčnih 
genov in izvedbe poskusov je tudi natančno podan v predhodni objavljeni študiji (Hevir in sod., 
2011). 
3.4  Prenos western 
Proteine smo izolirali iz vzorcev tkiv ovarijske endometrioze, normalnega endometrija, 
jajčnikov in iz celičnih linij. Nato smo jih ločili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v 
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata in prenesli z gela na polivinilidenfluoridno membrano. 
Uporabili smo ustrezno specifična in ustrezno validirana protitelesa (Rižner in sod., 2016), 
proteine pa detektirali s pomočjo ojačene elektrokemilumniscence. Podrobnejši opis je zajet v 
poglavju 4.1.1. 
3.5  Imunohistokemijsko barvanje 
Za imunohistokemijsko barvanje smo uporabili tkivo ovarijske endometrioze, peritonealne 
endometrioze, globoko infiltrativne endometrioze, normalnega endometrija, tumorsko 
nespremenjenega jajčnika, tumorsko spremenjenega jajčnika (o. p. epitelijski tumorji jajčnika, 
stromalni tumorji jajčnika, metastatski tumorji jajčnikov) in pankreas. Za imunohistokemijsko 
barvanje smo uporabili tako cele rezine kot tudi izdelane tkivne mikromreže. Na obarvanih 
preparatih (o. p. hematoksilin in eozin) smo označili reprezentativna področja in nato poiskali 
pripadajoče tkivne bloke. S pomočjo ročnega izdelovalca tkivnih mikromrež (o. p. Unitma Co., 
Ltd., Južna Koreja) smo iz označenega dela na tkivnem bloku odvzeli tkivo določenega premera 
(3–5 mm) in ga prenesli v nosilec (Slika 4). Nosilec smo nato stalili na 60 °C in odrezali rezine 
debeline 5 µm. Prvo rezino izdelane tkivne mreže smo najprej obarvali s hematoksilinom in 
eozinom, da smo preverili ustreznost odvzetega dela tkiva. Parafinske rezine in bloke za 
izdelavo tkivnih mrež smo pridobili na Oddelku za patologijo na Ginekološki kliniki 
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Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani (v sodelovanju z dr. Frković Grazio). 
Imunohistokemijsko barvanje pa smo izvedli ročno s pomočjo detekcijskega sistema Novolink 
(Leica Biosystems). Podrobnejši opis imunohistokemijskega barvanja je zajet v poglavju 4.1.1. 
 




3.6  Proteinske mikromreže 
Proteinske mikromreže predstavljajo enega izmed proteomskih pristopov (Slika 5), ki omogoča 
identifikacijo in kvantifikacijo številnih proteinov. Analitske mikromreže imajo na trdnem 
nosilcu imobiliziranih različno število protiteles (angl. antibody arrays), ki specifično 
prepoznavajo antigene v vzorcu. Pristop, kjer s pomočjo protiteles lahko prepoznamo 900 
različnih antigenov na enem nosilcu, smo uporabili tudi pri našem eksperimentalnem delu 
(Sciomics GmbH). Sistem so optimizirali za delo s kompleksnimi kliničnimi vzorci, zato 
predhodna obdelava vzorcev z namenom odstranitve serumskega albumina in drugih proteinov, 
ki so v krvi prisotni v visoki koncentraciji, ni potrebna. Iz krvne plazme izolirane proteine 
najprej označimo z dvema različnima fluorescenčnima barviloma (scioDye1,scioDye2), 
proteinske mikromreže pa predhodno na hibridizacijski aparaturi v ustreznem pufru blokiramo 
in preprečimo nespecifično vezavo. Sledi inkubacija proteinskih mikromrež z vzorci, spiranje 
(odstranitev nevezanih analitov), proteinske mikromreže pa posušimo s pomočjo dušika. 
Skeniranje oz. optično branje rezultatov poteka s čitalcem za mikromreže, ki s pomočjo 
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računalniške programske opreme pretvori fluorescenčni signal v številčne vrednosti. 
Podrobnejši opis uporabe proteinskih mikromrež je zajet v poglavju 5.1. 
 
Slika 5: Shematski prikaz različnih proteinskih mikromrež (prirejeno po: 
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2014/an/c3an01577g). 
3.7  Encimskoimunski testi 
Encimskoimunski testi predstavljajo imunske metode za detekcijo in kvantitativno določanje 
analitov. Princip tehnologije temelji na specifični interakciji antigen – protitelo. Pri imunskih 
testih uporabljamo primarna in/ali sekundarna protitelesa, med katerimi so slednja lahko 
označena s fluorescenčnimi barvili, radioizotopi ali specifičnimi encimi, s pomočjo katerih 
detektiramo nastali kompleks. 
3.7.1  ELISA 
Eden izmed encimskoimunskih testov je ELISA (angl. »enzyme-linked immunosorbent 
assay«). V naši študiji smo določili koncentracije antigenov s pomočjo komercialno dostopnih 
sendvič kompletov ELISA, kjer smo določili koncentracije izbranih biokemijskih označevalcev 
v vzorcih plazme. S pomočjo elektrokemiluminiscenčne ELISE pa smo v serumu določali 
koncentracije tumorskih označevalcev, kot sta CA-125 in HE4 (Roche). Podrobnejši opisi 
uporabljenih encimskoimunskih testov so zajeti v poglavjih 4.1.2, 4.2.2 in 5.1. 
3.7.2  Visokozmogljiva ELISA  
Visokozmogljiva ELISA (angl. »multiplex ELISA«) omogoča kvantifikacijo večjega števila 
proteinov v zelo kratkem času in majhnem volumnu biološkega vzorca. Princip določanja je 
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podoben sendvič ELISI, vendar so v tem primeru specifična protitelesa kovalentno vezana na 
označene magnetne kroglice. Dodatku vzorca sledi serija spiranj za odstranitev nevezanih 
analitov in nato dodatek biotiniliranih detekcijskih protiteles, ki tvorijo kompleks z analitom. 
V zadnjem koraku dodamo še streptavidin-fikoeritrin, ki nam služi kot fluorescentni indikator. 
Meritve potekajo pri dveh valovnih dolžinah: pri 635 nm rdeč laser identificira fluorescenco 
magnetne kroglice, pri 532 nm pa zeleni laser vzbudi reporterski signal. Koncentracija vezanega 
analita je tako proporcionalna mediani intenzitete fluorescence pri 532 nm (Slika 6). V naši 
študiji smo s pomočjo navedene tehnologije in z uporabo komercialno dostopnih kompletov v 
vzorcih plazme bolnic z endometriozo določali koncentracijo 40 različnih analitov, večinoma 
iz skupine citokinov in kemokinov. Podrobnejši opis uporabljene tehnologije je zajet v poglavju 
5.2. 
 
Slika 6: Shematski prikaz tehnologije »multiplex« (prirejeno po: 
http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2014/an/c3an01577g). 
Primarna protitelesa so kovalentno vezana na fluorescenčno označene magnetne kroglice (1), 
kjer ima vsaka svojo specifično barvno kodo glede na vrsto vezanega protitelesa. V naslednjem 
koraku sledi dodatek vzorca (2), biotiniliranih protiteles (3) in na koncu še dodatek kompleksa 
streptavidin-fikoeritrin (4). Meritve potekajo s pomočjo kamere CCD (angl. charge-coupled 
device) pri dveh valovnih dolžinah (5), in sicer rdeči laser pri 635 nm klasificira magnetno 
kroglico glede na njeno fluorescentno barvno kodo (o. p. identifikacija preiskovalnega analita), 
zeleni laser pri 532 nm pa poda informacijo o količini vezanega analita (o. p. koncentracija je 
proporcionalna mediani intenzitete fluorescence pri 532 nm). 
3.8  Proučevanje metaboloma s pomočjo LC-MS/MS 
Metabolite iz skupine acilkarnitinov, fosfatidilholinov, glicerofosfolipidov, sfingolipidov, 
aminokislin, biogenih aminov in nabora heksoz smo kvantificirali s pomočjo tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo z ionizacijo z 
razprševanjem (Slika 7) in s pomočjo kompletov Biocrates (AbsoluteIDQ™ p150 in 
AbsoluteIDQ™ p180). Molekule v vzorcu plazme se najprej ločijo s pomočjo tekočinske 
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kromatografije, kjer pride do ločbe zaradi različnih interakcij molekul vzorca s stacionarno in 
mobilno fazo. Molekule gredo nato skozi vir ionizacije, kjer pridobijo pozitiven ali negativen 
naboj in nadaljujejo svojo pot v masni analizator, ki je sestavljen iz treh kvadrupolov. Prvi in 
zadnji kvadrupol predstavljata masni analizator, kjer pride do ločbe delcev na osnovi razlik v 
razmerju mase in naboja, drugi kvadrupol pa predstavlja kolizijsko celico, kjer se delci s 
pomočjo plina še dodatno fragmentirajo. Delci potujejo različno hitro skozi masni analizator in 
dosežejo detektor v različnih časovnih točkah. Ko pridejo do detektorja, se generirajo signali, 
ki jih računalniški sistem grafično prikaže v obliki masnega spektra. Poskuse smo izvedli v 
sodelovanju z raziskovalno skupino prof. dr. Jerzyja Adamskega (Helmholtz Zentrum 
München, Institute of Experimental Genetics, Genome Analysis Centre, Nueherberg, Nemčija). 
Podrobnejši opis je zajet v poglavjih 4.2.3 in 5.3. 
 
Slika 7: Shematski prikaz uporabljene tekočinske kromatografije, sklopljene z masnim 
spektrofotometrom (prirejeno po: https://sites.google.com/site/masonaco/Home/mass-
spectrometry/mass-analyzers). ESI – ionizacija z razprševanjem (angl. electrospray ionisation). 
3.9  Statistična analiza podatkov 
Obdelava podatkov in statistična analiza sta potekali s pomočjo programov R (R Core Team 
(2017); R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria), RStudio (RStudio Team (2016). RStudio: Integrated 
Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA, USA) in GraphPad Prism (GraphPad Software, 
San Diego, California, ZDA). Statistično analizo smo izvedli v sodelovanju s prof. Andrejem 
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Blejcem (Nacionalni inštitut za biologijo, Slovenija), dr. Katjo Vouk (Inštitut za biokemijo, 
Slovenija), Dmytrom Fishmanom in prof. dr. Jaakom Viloom (univerza Tartu, Estonija). 
Rezultate smo predstavili kot mediano ali kot povprečno vrednost ± standardni odklon (SD, 
angl. »standard deviation«). Shapiro-Wilkov test smo uporabili za oceno normalnosti 
porazdelitve podatkov. Za ovrednotenje rezultatov in primerjavo med kontrolno in preiskovano 
skupino bolnic smo uporabili neparametrični Mann-Whitneyjev t-test, za razvoj ustreznih 
diagnostičnih in prognostičnih modelov pa pristope logistične regresije. V kolikor smo 
primerjali več skupin, smo uporabili neparametrični Kruskal-Wallisov H-test, za primerjavo 
kategoričnih spremenljivk pa smo uporabili Fisherjev test. Za predstavitev kliničnih parametrov 
analiziranih biokemijskih označevalcev ali postavljenih algoritmov smo uporabili krivuljo 
lastnosti delovanja sprejemnika (ROC, angl. »receiver operating characteristic curve«). 
Rezultate smo podali kot površino pod krivuljo (AUC, angl. »area under the curve«), 
specifičnost, občutljivost, pozitivno in negativno napovedno vrednostjo. Z metodo po Kaplan-
Meierju smo glede na koncentracije izmerjenih biokemijskih označevalcev ocenjevali 
preživetje in primerjali s testom log-rank. Pri kontinuiranih spremenljivkah smo preživetje 
ocenjevali s Coxovim regresijskim modelom (tj. modelom sorazmernega tveganja) skupaj z 
Efronovo aproksimacijo. Za mejo statistične značilnosti smo upoštevali p-vrednost < 0,05 ali < 
0,01.  
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4  POGLAVJA  
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4.1  OBJAVLJENE ŠTUDIJE – BIOKEMIJSKI OZNAČEVALCI 
ENDOMETRIOZE  
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4.1.1  Detekcija proteina ARX pri ovarijskih sex cord-stromalnih tumorjih 
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Na osnovi rezultatov predhodne transkriptomske študije (Slika 3) smo na večjem številu 
vzorcev proučili protein ARX kot možnega biokemijskega označevalca ovarijske 
endometrioze. S kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qPCR) smo 
proučili izražanje gena ARX v 31 vzorcih ovarijske endometrioze in 28 vzorcih kontrolnega 
endometrija. Z metodo prenosa western smo preverili prisotnost proteina v vzorcih tkiva 
ovarijske endometrioze in kontrolnega endometrija. Rezultati so pokazali povečano izražanje 
ARX tako na ravni mRNA kot na proteinski ravni v vzorcih ovarijske endometrioze v primerjavi 
s kontrolnim endometrijem. Z imunohistokemijskim barvanjem pa smo pokazali, da ARX 
izvira iz strome jajčnika in ne iz endometriotičnih stromalnih ali epitelijskih celic. Nadaljnja 
analiza z imunohistokemijskim barvanjem na skoraj 200 primerih tumorskih in netumorskih 
patologij jajčnikov je pokazala, da je ARX lokaliziran v stromalnih celicah in njenih derivatih 
(luteinizirane stromalne celice, teka celice in Leydigove celice) in ni prisoten v granuloza 
celicah ali epitelnih celicah, medtem ko so jedra celic pri sex cord-stromalnih tumorjih močno 
pozitivna. Primarni ali metastatski epitelijski ovarijski tumorji so bili ARX negativni. S to 
študijo smo torej pokazali, da ARX ni biokemijski označevalec ovarijske endometrioze, saj 
izvira iz tkiva jajčnika, natančneje iz njegove strome. Ker pa je ARX prisoten v celicah, ki 
izvirajo iz ovarijske strome, ter pri sex cord-stromalnih tumorjih, bi tako lahko predstavljal 
označevalca sex cord-stromalne diferenciacije pri tumorjih jajčnikov.  
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4.1.2  Modeli, ki vključujejo serumske koncentracije CA-125, indeks telesne mase, ciste, 
dismenorejo ali dispareunijo za diagnozo endometrioze 
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Endometrioza je kompleksna ginekološka bolezen, ki jo spremljajo številni nespecifični 
simptomi, ki so lahko posledica številnih drugih bolezenskih stanj, zato se dokončna diagnoza 
običajno postavi nekaj let po pojavu simptomov. Čeprav so raziskovalci do sedaj proučili že 
več kot 100 možnih biokemijskih označevalcev endometrioze, trenutno v klinični uporabi 
nimamo zanesljivega neinvazivnega presejalnega testa. Naša prospektivna študija je 
vključevala 211 bolnic (124 bolnic z endometriozo in 97 kontrolnih bolnic). Vse bolnice so bile 
napotene na kirurško obravnavo na Ginekološko kliniko Univerzitetnega kliničnega centra v 
Ljubljani ali na ginekološko kliniko medicinske univerze na Dunaju. V vzorcih seruma, 
odvzetega pred operativnim posegom, smo določili koncentracije CA-125 in HE4. Rezultati 
naše študije so pokazali, da so serumske koncentracije CA-125 statistično značilno (p < 0,01) 
povišane pri bolnicah z endometriozo v primerjavi s kontrolno skupino bolnic, medtem ko 
razlika v koncentraciji HE4 ni bila statistično značilna. Najbolj pomembne spremenljivke, ki 
so vplivale na diagnostični izid, so bile indeks telesne mase (ITM), prisotnost/odsotnost cist, 
prisotnost/odsotnost dispareunije (tj. bolečine med spolnim odnosom) in ocena dismenoreje (tj. 
bolečine med menstruacijo). Model, ki vključuje serumske koncentracije CA-125, ITM, 
prisotnost/odsotnost cist in prisotnost/odsotnost dispareunije, je imel dobre diagnostične 
karakteristike podane z vrednostjo površine pod krivuljo 0,836, z občutljivostjo 74,0 % in 
specifičnostjo 81,3 %. Diagnostične karakteristike drugega modela, ki ima za bolečinsko 
spremenljivko oceno dismenoreje, pa so podane z vrednostjo površine pod krivuljo 0,819, 
občutljivostjo 74,8 % in specifičnostjo 79,2 %. Po uspešno opravljenih dodatnih validacijskih 
študijah na večjem številu bolnic bi postavljena diagnostična modela lahko prenesli v klinično 
prakso.  




Aim: To evaluate preoperative levels of 
CA-125 and HE4 in patients with 
endometriosis-like symptoms and to 
construct diagnostic models. 
Patients: Prospective case–control study 
included 124 endometriosis patients and 97 
control patients. 
Material and methods: Logistic regression 
was used to construct diagnostic models 
based on serum biomarker levels and 
clinical data. 
Results: A model with CA-125, BMI, 
information on cysts and dyspareunia had 
an AUC of 0.836, sensitivity of 74.0% and 
specificity of 81.3%. The second model 
included CA-125, BMI, information on 
cysts and dysmenorrhea and had an AUC 
value of 0.819, sensitivity of 74.8%, and 
specificity of 79.2%. 
Conclusions: Constructed models have the 
potential for noninvasive diagnosis of 
endometriosis, and might be translated into 
clinical practice after additional validation. 
 
Key words: endometriosis; CA-125; HE4; 
fallopian tubes; ovarian cysts; diagnostic 
algorithm, logistic regression  
INTRODUCTION 
Endometriosis is a complex estrogen-
dependent inflammatory disease that is 
defined as the presence of endometrial 
glands and stroma-like tissue outside the 
uterine cavity and musculature [1, 2]. 
Ectopic endometrial tissue can be found in 
different locations of the peritoneal cavity, 
and can thus form three types of 
endometriosis with different aetiologies and 
pathogenesis: peritoneal, ovarian, and deep 
infiltrating endometriosis [3-6]. Multiple 
lines of scientific evidence support 
Sampson’s widely accepted theory of 
retrograde menstruation, where fragments 
of eutopic endometrium can pass backward 
through the fallopian tubes into the 
peritoneal cavity during menstruation and 
persist there due to an impaired immune 
system [7, 8]. Other theories on the 
pathogenesis of endometriosis have also 
been proposed, including the Müllerian 
rests theory, the stem cell theory, and the 
lymphatic spread theory [9]. Depending on 
the location of the implants, the symptoms 
of endometriosis include several types of 
severe pain and infertility, which 
significantly impair the quality of life of the 
affected women. Based only on the 
symptoms, clinical examination, or blood 
tests, the presence of endometriosis is so far 
not possible to predict [10]. Different 
preoperative imaging techniques, such as 
ultrasound, computed tomography, and 
magnetic resonance, are being explored for 
the diagnosis of ovarian endometriosis, and 
to a lesser extend deep infiltrating 
endometriosis, although there remains no 
reliable detection method for the more 
prevalent peritoneal endometriosis [11]. 
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Conclusive diagnosis requires laparoscopic 
visualization of lesions with histologic 
confirmation [12]. However laparoscopy is 
a surgical procedure, and thus it carries 
certain potential risks for the patient [13].  
Cancer antigen 125 (CA-125) is currently 
the only biomarker used for detection of 
endometriosis, for recurrence of advanced 
disease as well as for evaluation of therapy. 
However, it lacks sensitivity and specificity 
for the diagnosis of the early stages of the 
disease [14-16]. Human epididymis protein 
4 (HE4) is a relatively new serological 
biomarker that was approved by the US 
Food and Drug Administration for 
monitoring recurrence and progression of 
endometriod epithelial ovarian cancer [17, 
18], and that has also been studied in 
endometriosis [19, 20]. In recent years, 
more than 100 different potential 
biomarkers of endometriosis have been 
evaluated, including CA-125 and HE4; 
however, none of them has reached 
appropriate diagnostic accuracy for clinical 
use [21-23]. There is thus a great need for 
development of a noninvasive diagnostic 
test for endometriosis, as earlier diagnosis 
and the consequent earlier treatment can 
increase fertility, prevent disease 
progression, decrease pain, and improve the 
overall quality of life of patients with 
endometriosis [23, 24]. As individual 
biomarkers with good diagnostic accuracy 
are rare, combinations of biomarkers with 
clinical data might lead to identification of 
algorithms with better diagnostic 
characteristics. The aims of our study were 
to evaluate the diagnostic potential of CA-
125 and HE4 in a population with 
endometriosis-like symptoms, and to 
construct a diagnostic model that includes 
clinical data, and would have potential for 
translation into clinical practice. 
 
MATERIALS AND METHODS 
PATIENTS 
Based on literature review of similar studies 
that have evaluated CA-125 serum levels 
[16, 25, 26] inclusion of 160 study 
participants (80 in each group) will be 
sufficient to detect an effect size of 0.6 (i.e. 
a large effect size) in terms of differences in 
CA-125 serum levels, with 90% power, 
assuming 2-sided hypothesis testing and an 
alpha level of 0.05. Studies on HE4 were 
scarce therefore we calculated that 
inclusion of 154 study participants (77 in 
each group) will be sufficient to detect an 
effect size of 0.38 (i.e. a moderate effect 
size) in terms of differences in serum levels 
of HE4, with 60% power, assuming 2-sided 
hypothesis testing and an alpha level of 0.05 
[19, 20]. Patients scheduled for laparoscopy 
or laparotomy and who presented with 
endometriosis-like symptoms like pain, 
infertility and/ or presence of cysts and 
myomas were included in this prospective 
case–control study. The exclusion criteria 
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included pregnancy, age below 18 or above 
50 years, menopausal status, 
gynaecological malignancies, cancelled 
operations, previous hysterectomy, drug 
abuse, and HIV infection. In total, 221 
patients met the inclusion criteria. For 124 
of these patients, laparoscopy and histology 
confirmed the presence of endometriosis 
(i.e., case group), while for the other 97 of 
these patients, endometriosis was excluded 
surgically (control group). All additional 
pathologies were identified and 
documented by the surgeon who performed 
the operation. Records of preoperative 
imaging were not available for all patients 
and were thus not included. 
Patient enrolment took place from March 
2011 to May 2016, at the Departments of 
Obstetrics and Gynaecology at the 
University Clinical Centre Ljubljana, 
Slovenia, and at the Medical University of 
Vienna, Austria. All of the women were of 
Caucasian ethnicity and were not pregnant 
at the time of the surgery. The National 
Medical Ethics Committees approved the 
study, and all of the participants signed their 
written informed consent before being 
enrolled in the study. 
 
SAMPLE AND DATA COLLECTION, 
AND BIOMARKER 
MEASUREMENTS 
Two days before the surgery, blood samples 
were collected from the patients and 
processed according to standard operating 
procedures, as previously described [27]. 
Blood samples of 4 mL were collected using 
BD Vacutainer® tubes (#369032; Becton 
Dickinson and Company, Franklin Lakes, 
NJ, USA). The samples were incubated for 
a maximum of 1 h at room temperature, and 
then centrifuged at 1400× g for 10 min at 
room temperature. The serum was 
aspirated, aliquoted, and stored at -80 °C. 
All of the patients filled out a questionnaire 
regarding their general state of health, stress 
levels, and use of oral contraceptives and 
other medications, and also regarding their 
different types of pain (i.e., frequency and 
intensity of dysmenorrhea, dyspareunia, 
dysuria, dyschezia, nausea/ vomiting, and 
other types of lower abdominal pain) using 
validated visual analogue scale. The 
appointed doctor filled out the 
questionnaire with the detailed clinical and 
gynaecological information. The serum 
samples were analysed postsurgically using 
electrochemiluminescent immunoassays 
specific for CA-125 (221 serum samples) 
and HE4 (135 serum samples) on an 
immunoassay analyser (Cobas e411; Roche 
Diagnostics GmbH, Manheim, Germany). 
Detailed descriptions of the biomarker 
measurements and the study participants are 
included in the Supplementary Data 
(Supplementary Data S1, Supplementary 
Tables 1–4). 
 




Statistical comparisons and graphical 
analysis were performed using R Software 
version 3.3.1 (2016-06-21) - "Bug in Your 
Hair". Shapiro-Wilk tests were performed 
to evaluate the distributions of the serum 
levels of CA-125 and HE4. As the tested 
parameters were not normally distributed, 
two-sided non-parametric Mann-Whitney 
U tests were used to assess the differences 
in the biomarker serum levels between 
different groups. Nonparametric Kruskal-
Wallis H tests were used for comparison of 
more than two groups. As post-hoc tests, 
pairwise Wilcoxon tests with Holm 
correction factors were used. Fisher's exact 
tests were used for comparisons of the 
categorical variables. Logistic regression 
was used to construct a diagnostic model 
with optimal diagnostic characteristics. To 
take account of multiple testing, we applied 
the Holm-Bonferroni procedure [28] for the 
performing of two tests at a significance 
level of 5%. The diagnostic performances 
of the models developed are expressed as 
sensitivity, specificity, positive predictive 
value, and negative predictive value. 
Receiver operating characteristic (ROC) 
curves were drawn, and the areas under the 
curve (AUC) were calculated. A P value 
<0.05 was considered significant. Missing 
data were not imputed. 
 
RESULTS 
CLINICAL CHARACTERISTICS OF 
THE PATIENT COHORT 
The patients with surgically and 
histologically confirmed endometriosis 
were 31.6 ±6.2 years old (mean ±SD; range, 
19 – 50 years) with body mass index of 23.1 
±4.6 kg/m2 (range, 16.9 – 50.1 kg/m2) 
(Table 1). This case group comprised 
patients with different types of 
endometriosis, where the majority of 
patients had peritoneal endometriosis 
(71.8%); there were 33.9% patients with 
peritoneal endometriosis only and there 
were 37.9% patients that had additional 
ovarian and/ or deep infiltrating 
endometriosis. According to the revised 
classification for endometriosis from the 
American Society of Reproductive 
Medicine (rAFS), 70 patients had stage I or 
II endometriosis (minimal, mild), and 46 
patients had stage III or IV endometriosis 
(moderate, severe), while for eight patients 
their rAFS was not known. The data on the 
stage of endometriosis according to the 
rAFS and on the type of endometriosis are 
given in Table 1 and Supplementary Table 
2. 
The control group comprised the women 
who underwent laparoscopy or laparotomy 
and were surgically verified not to have 
endometriosis. The patients from the 
control group were 33.2 ±7.9 years old 
(range, 18 – 50 years) with BMI of 24.2 
±4.6 kg/m2 (range, 18.0 – 42.2 kg/m2). 
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Table 1: Clinical characteristics of the study participants. 
Parameter Subgroup Controls, n = 97 
(n [%]) 
Cases, n = 124 
(n [%]) 
p 
Age (years) -- 33.2 ±7.9 31.6 ±6.2 >0.05 
Body mass index (kg/m2) -- 24.2 ±4.6 23.1 ±4.6 0.03 
Menstrual phase Proliferative  42 (43.3) 57 (46.0) >0.05 
 Secretory  39 (40.2) 51 (41.1)  
 Oral contraceptives 5 (5.2) 6 (4.8)  
 Irregular/ no cycle 2 (2.1) 0  
 Missing 9 (9.3) 10 (8.1)  
Oral contraceptives in the  No 83 (85.6) 105 (84.7) >0.05 
last 3 months Yes 14 (14.4) 19 (15.3)  
Hormonal therapy in the  No 88 (90.7) 111 (89.5) >0.05 
last 3 months Yes 9 (9.3) 13 (10.5)  
Medications in the last 1  No 53 (54.6) 67 (54.0) >0.05 
week Yes  44 (45.4) 57 (46.0)  
Smoking status Nonsmoker 47 (48.5) 71 (57.3) >0.05 
 Smoker 32 (33.0) 35 (28.2)  
 Occasional smoker 4 (4.1) 5 (4.0)  
 Former smoker 13 (13.4) 12 (9.7)  
Type of endometriosis Ovarian   21 (16.9)  
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 Peritoneal   42 (33.9)  
 Deep infiltrating   6 (4.8)  
 Ovarian, peritoneal   26 (21.0)  
 Ovarian, deep 
infiltrating  
 8 (6.5)  
 Peritoneal, deep 
infiltrating  
 5 (4.0)  
 Ovarian, peritoneal, 
deep infiltrating 
 16 (12.9)  
rAFS I  39 (31.5)  
 II  31 (25.0)  
 III  22 (17.7)  
 IV  24 (19.4)  
 Missing  8 (6.5)  
 rAFS, Revised American Fertility Society score 
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Additional clinical information on the study 
population is given in Table 1. 
There were no significant differences 
between the case and control groups of 
patients according to age, menstrual phase, 
use of oral contraception, hormonal 
therapy, medication intake, smoking status, 
or perceived stress index. However, the 
groups show significant differences for 
BMI (23.1 ±4.6 versus 24.2 ±4.6 kg/m2, 
respectively), where as we reported 
previously, lower BMI is associated with 
endometriosis [27]. However, the majority 
of the patients (74.2%) was still in the 
normal range for BMI of <25 kg/m2. There 
was also a significant difference between 
case and control patients for the different 
types of pain, such as pelvic pain, 
dysmenorrhea, dyspareunia, dyschezia 
(Supplementary Table 3). The phase of the 
menstrual cycle, the use of oral 
contraception or hormonal therapy 3 
months prior to surgery, and the medication 
intake 1 week before sample collection did 
not affect the serum levels of CA-125 or 
HE4. 
 
INCREASED CA-125 LEVELS AND 
NO SIGNIFICANT DIFFERENCE IN 
HE4 LEVELS 
CA-125 serum levels were significantly 
elevated in the endometriosis patients 
compared to the control patients (p = 1.3 
×10-10), while the difference in the HE4 
serum levels did not reach significance (p 
>0.05). The serum levels of both of these 
biomarkers increased with the severity of 
the endometriosis (i.e., the rAFS stage) 
(Figure 1), where again, only those of CA-
125 reached significance when stage I was 
compared with stages II, III, and IV (p = 1.8 
×10-4, 6.2 ×10-5, 2.6 ×10-10, respectively). 
When the CA-125 serum levels of the 
patients with different rAFS stages of 
endometriosis were compared with the 
control group of patients, significant 
differences were observed for stages II, III 
and IV (p = 2.3 ×10-6, 1.2 ×10-6, 2.9×10-
11, respectively) (Figure 1). When the 
patients were stratified according to the type 
of endometriosis, there was significantly 
higher median CA-125 in the patients with 
ovarian endometriosis (OE) and with 
peritoneal (PE) and/ or deep infiltrating 
endometriosis (DIE) in combination with 
ovarian endometriosis, as compared to other 
nonovarian types of endometriosis (OE vs. 
PE, p = 2.0 ×10-6; OE+PE vs. PE, p = 8.7 
×10-7; OE+DIE vs. PE, p = 1.8 ×10-5; 
OE+PE+DIE vs. PE, p = 3.6×10-4). On the 
other hand, the HE4 levels did not differ 
significantly among the different types of 
endometriosis. When we compared the 
different types of endometriosis to the 
control group of patients, there were 
significant differences for CA-125 levels 
between almost all of the endometriosis 
groups (control vs. OE, p = 5.0 ×10-8;   




Figure 1: Box plots for CA-125 and HE4 serum levels in the two study groups. 
Significantly elevated CA-125 serum levels were seen for patients with endometriosis (A). HE4 
serum levels were not significantly increased in the whole cohort (B), but were significantly 
increased only for the patients with endometriosis in the Slovenian cohort (C). Significant 
increases in CA-125 serum levels with increasing rAFS stage of endometriosis were seen for 
the comparisons of stages II, III and IV endometriosis with the control group of patients (D). 
The comparison of CA-125 serum levels for the different types of endometriosis with the 
control group of patients revealed that only peritoneal endometriosis and peritoneal with deep 
infiltrating endometriosis did not reach significance (E). The comparison of HE4 serum levels 
for the different types of endometriosis with the control group of patients indicated that only 
patients with present ovarian and peritoneal endometriosis had significantly elevated HE4 (F). 
*Significant at p <0.05. OE, ovarian endometriosis; PE, peritoneal endometriosis; DIE, deep 
infiltrating endometriosis.
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control vs. DIE, p = 1.6 ×10-2; control vs. 
OE+PE, p = 2.9 ×10-8; control vs. OE+DIE, 
p = 2.7 ×10-5; control vs. OE+PE+DIE, p = 
1.1 ×10-5), except for the groups with 
peritoneal or peritoneal and deep infiltrating 
endometriosis and the control group. For 
the HE4 levels, a significant difference was 
seen only for the combination of ovarian 
and peritoneal endometriosis compared to 
control patients (p = 0.015). 
We next analysed CA-125 and HE4 serum 
levels separately for the individual patient 
populations, and noted a significant 
difference for the HE4 levels only in the 
Slovenian patients (p = 0.04) (Figure 1). 
Further analysis of the potential 
confounding variables, such as age, BMI, 
menstrual phase, smoking status, and 
additional clinico-pathological 
observations, revealed that the Austrian 
group of patients differed in terms of 
gynaecological pathologies when compared 
to the Slovenian group. We thus categorized 
all of these pathologies into seven main 
groups: cysts; fallopian-tube-related 
pathologies; adhesions; inflammation; 
uterus-related pathologies; adenomyosis; 
and borderline ovarian tumours 
(Supplementary Table 3, Supplementary 
Table 4). The presence of cysts and 
fallopian tube pathologies showed 
important confounding effects on the 
disease status. 
 
DIAGNOSTIC MODELS INCLUDE 
CA-125, BMI, INFORMATION ON 
CYST AND FALLOPIAN TUBE 
PATHOLOGIES AND DIFFERENT 
TYPES OF PAIN 
As the CA-125 levels showed better 
diagnostic potential, the diagnostic model 
included the CA-125 serum levels as the 
starting point. Further analysis resulted in 
two sets of models with similar diagnostic 
characteristics. The first model included 
CA-125 serum levels together with BMI, 
which were combined with the variable of 
‘cyst pathology’ (yes/ no); this model has 
AUC of 0.808, with sensitivity of 76.6%, 
and specificity of 74.2%. Additional two 
variables based on patient’s information 
regarding dysmenorrhea (visual analogue 
scale) or dyspareunia (yes/ no) further 
improved the diagnostic characteristics of 
the model. The model including 
dyspareunia has AUC of 0.836, sensitivity 
of 74% and specificity of 81.3%. The model 
with dysmenorrhea has AUC of 0.819 
(Table 2). The second set of models 
included CA-125 serum levels together 
with BMI, which were here combined with 
‘fallopian tube pathology’ (yes/ no). This 
model has AUC of 0.795, with sensitivity of 
68.5%, and specificity of 81.4% (Table 2, 
Figure 2). Inclusion of pain variables to the 
second set of models also further increased 
AUC value. The model including variable 
dyspareunia has AUC of 0.836, sensitivity 
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Table 2: Diagnostic performance of the selected diagnostic models for endometriosis. 
Model AUC p value Sensitivity Specificity Prognostic value (%) Algorithm 
   (%) (%) Positive Negative ln(odds) 
CA125, body mass 
index, cysts 
0.808 <0.05 76.6 74.2 79.2 71.3 
4.316 + 1.225 (ln(CA-125)) – 2.379 (ln(BMI)) 
– 1.520 (cysts) 
CA125, body mass 
index, cysts, 
dysmenorrhea 
0.819 <0.05 74.8 79.2 82.1 71.0 
4.188 + 1.18 (ln(CA-125)) – 2.415 (ln(BMI)) – 
1.44 (cysts) + 0.710 (dysmenorrhea) 
CA125, body mass 
index, cysts, 
dyspareunia 
0.836 <0.05 74.0 81.3 83.5 70.9 
2.141 + 1.350 (ln(CA-125)) – 2.125 (ln(BMI)) 
– 1.336 (cysts) + 1.344 (dyspareunia) 
CA125, body mass 
index, fallopian tube 
pathologies 
0.795 <0.05 68.5 81.4 82.5 66.9 
2.987 + 1.251 (ln(CA-125)) – 2.062 (ln(BMI)) 
– 1.774 (fallopian tube pathologies) 
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CA125, body mass 
index, fallopian tube 
pathologies, 
dysmenorrhea 
0.810 <0.05 76.4 75.0 79.7 71.3 
2.950 + 1.208 (ln(CA-125)) – 2.132 (ln(BMI)) 
– 1.676 (fallopian tube pathologies) + 0.775 
(dysmenorrhea) 
CA125, body mass 
index, fallopian tube 
pathologies, 
dyspareunia 
0.836 <0.05 78.9 77.1 81.5 74.0 
0.332 + 1.395 ln(CA-125)) – 1.702 (ln(BMI)) – 
1.905 (fallopian tube pathologies) + 1.582 
(dyspareunia) 
AUC, area under the curve




Figure 2: ROC curve analysis based on logistic regression modeling. 
Addition of each individual variable to the model exhibits improved differentiation between patients with endometriosis and control patients. Final 
models included CA-125 serum levels, body mass index, information regarding the presence of cysts or fallopian tube pathologies and 
dysmenorrhea (A) or dyspareunia (B). 
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of 78.9% and specificity of 77.1%. The 
model with dysmenorrhea has AUC of 
0.810 (Table 2, Figure 2). 
 
DISCUSSION 
Over the past decade, there have been 
several case–control studies that have 
evaluated the diagnostic potential of CA-
125 and/ or HE4 serum levels. Many of 
these studies have compared healthy 
controls with endometriosis patients [19, 
20], although only two studies used the 
appropriate control group selected from the 
same target population with similar 
symptoms [29] to evaluate CA-125 levels, 
in 48 and 56 patients [30, 31]. Studies that 
have evaluated the diagnostic potential of 
HE4 levels in endometriosis are scarce [19, 
20]. 
Reliable diagnostic models for 
endometriosis will not be based on any 
single biomarker, but will most likely 
consist of a panel of biomarkers in 
combination with clinical parameters, 
where only variables obtained before 
surgery need to be incorporated to build 
diagnostic algorithms that have clinical 
applicability [21, 23]. There have been 
several studies that have evaluated CA-125 
plasma levels in combination with other 
clinical parameters, such as use of an 
intrauterine device, previous endometriosis, 
parity, dyspareunia, pelvic examination, 
and transvaginal ultrasound, but high 
quality studies still need to be performed to 
confirm that these tests can substitute for 
laparoscopic diagnosis [32-35]. In a case–
control study that comprised 195 control 
patients and 173 endometriosis patients, 
Gagne et al. developed a diagnostic model 
that discriminated the women with 
endometriosis from the control patients by 
the combination of CA-125 serum levels 
with the length of menses and the 
proportion of different leukocytes. To the 
best of our knowledge, this is the only study 
that has included CA-125 serum levels 
combined with other clinical parameters, 
and it was reported to result in a diagnostic 
model with AUC of 0.84, specificity of 
95%, and sensitivity of 61% [36]. 
Our results are in agreement with previous 
reports, thus the present study demonstrates 
external validity in terms of the greater 
value of CA-125 serum levels compared to 
HE4 serum levels for diagnosis of 
endometriosis. We believe that the present 
study is the first to report that cysts and 
fallopian tube pathologies have 
confounding effects on disease status. More 
importantly, this study reports novel 
diagnostic algorithms that include CA-125 
serum levels, BMI, the variables of cysts/ 
fallopian tube pathologies, and pain related 
variables such as dysmenorrhea and 
dyspareunia that show good diagnostic 
accuracy and have the potential to be 
translated into clinical practice. In this study 
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the additional pathologies included in the 
diagnostic models were determined during 
laparoscopic procedure. However, the 
presence of benign ovarian masses (i.e. 
serous, mucosal, paraovarian, dermoid, 
hemorrhagic cysts) can be diagnosed 
preoperatively by ultrasound. Also some of 
the fallopian tubes abnormalities, such as 
occlusions, sactosalpinx, hydrosalpinx, 
polyps and peritubal adhesions could be 
identified by hysterosalpingography, 
although laparoscopy remains the gold 
standard for the exact evaluation of other 
fallopian tube pathologies. 
One of the limitations of our study is a 
modest sample size and therefore the results 
need to be validated in independent sets of 
patients and in multicenter settings in other 
populations. Due to the exploratory nature 
of the study the additional pathologies were 
determined during the laparoscopic 
procedure. Data obtained by preoperative 
imaging techniques was not included. 
Inclusion of preoperative imaging 
techniques for identification of cysts and 
fallopian tube related pathologies could 
therefore be used for further validation of 
the constructed diagnostic models. 
 
CONCLUSIONS 
We have evaluated the diagnostic potential 
of CA-125 and HE4 serum levels in a 
population that comprised 221 patients 
from two different medical centers, from 
which we have constructed six diagnostic 
models. Additional pathologies, such as 
cysts and fallopian tube pathologies, and 
also different types of pain appear to have 
important confounding roles, and were 
therefore included in our models. Our first 
two models include CA-125 serum levels, 
BMI, and presence/ absence of ovarian 
cysts, and dyspareunia or dysmenorrhea and 
provide similar diagnostic characteristics as 
the model reported by Gagne et al., with 
AUC of 0.836 and 0.819, respectively. The 
second two models include CA-125 serum 
levels, BMI, presence/ absence of fallopian 
tube pathologies, and dyspareunia or 
dysmenorrhea, with AUC of 0.836 and 
0.810, respectively. In particular, the first 
set of diagnostic models has good potential 
to be translated into clinical use as the 
variables included in the models can be 
obtained or measured preoperatively. The 
second set of models includes information 
on fallopian tubes pathologies, and thus has 
more limited potential in the clinic. As 
serum levels of CA-125, collection of data 
on BMI, pain, some types of the fallopian 
tube pathologies and especially cysts can 
easily be measured/ obtained preoperatively 
these models with good diagnostic accuracy 
have the potential to be translated into 
clinical practice after additional validation. 
We have shown that combinations of 
biomarkers with clinical data can lead to 
algorithms with better diagnostic 
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characteristics which can help clinicians to 
identify patients who are at risk of 
endometriosis and would benefit from an 
early diagnostic operative workout. 
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• CA-125 levels were significantly 
elevated in endometriosis patients 
compared to control patients (p <0.001). 
• Difference in HE4 serum levels did 
not reach significance (p >0.05). 
• The most important confounding 
variables were body mass index, binomial 
variables, as the presence/ absence of cysts, 
presence/ absence of dyspareunia, and score 
for dysmenorrhea. 
• Model with CA-125, body mass 
index, information on cysts and dyspareunia 
had an AUC of 0.836, sensitivity of 74.0% 
and specificity of 81.3%. 
• Model with CA-125, body mass 
index, information on cysts and 
dysmenorrhea had an AUC of 0.819, 
sensitivity of 74.8% and specificity of 
79.2%. 
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Supplementary data 1 1 
 2 
Biomarker measurements 3 
The specimens were analysed using electrochemiluminescent immunoassays specific for CA-4 
125 and HE4, on an immunoassay analyser (Cobas e411; Roche Diagnostics GmbH, Manheim, 5 
Germany). The measuring ranges for CA-125 and HE4 in the electrochemiluminescent 6 
immunoassays were 0.600–5000 U/mL and 15.0–1500 pmol/L respectively. We used CA-125 7 
quantitative determination kits (REF: 11776223190, LOT: 139788-01), HE4 detection kits 8 
(REF: 05950929190, LOT: 112732-01), calibrators CA125IICalSet (REF: 07030207190 LOT: 9 
134830-01) and HE4 CalSet (REF: 05950945190, LOT: 187553-01), and ElecsysPreciControl 10 
HE4 (REF: 05950953190, LOT: 187791-02), and ElecsysPreciControlTumor Marker (REF: 11 
11776452, LOT: 187283-02). 12 
Knific T., doktorska disertacija, Inštitut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani 
57 
 
Supplementary Table 1: Detailed clinical characteristics of the study participants. 
Characteristic Subgroup Controls, n = 97 (n [%]) p Cases, n = 124 (n [%]) p 
  Slovenia 
n = 45 
Austria 
n = 52 
 Slovenia 
n = 83 
Austria 
n = 41 
 
Age (years) -- 31.0 ±6.5 35.1 ±8.6 <0.05 31.1 ±5.1 32.6 ±7.9 >0.05 
Body mass index (kg/m2) -- 24.2 ±4.3 24.2 ±4.9 >0.05 22.6 ±3.7 23.9 ±6.1 >0.05 
Menstrual phase Proliferative phase 22 (48.9) 20 (38.5) >0.05 43 (51.8) 14 (34.1) >0.05 
 Secretory phase 17 (37.8) 22 (42.3)  29 (34.9) 22 (53.7)  
 Oral contraceptives 3 (6.7) 2 (3.8)  3 (3.6) 3 (7.3)  
 Irregular/no cycle 0 2 (3.8)  0 0  
 Missing 3 (6.7) 6 (11.5)  8 (9.6) 2 (4.9)  
Oral contraceptives in the  No 39 (86.7) 44 (84.6) >0.05 72 (86.7) 33 (80.5) >0.05 
last 3 months Yes 6 (13.3) 8 (15.4)  11 (13.3) 8 (19.5)  
Hormonal therapy in the  No 41 (91.1)  47 (90.4) >0.05 74 (89.2) 37 (90.2) >0.05 
last 3 months Yes 4 (8.9) 5 (9.6)  9 (10.8) 4 (9.8)  
Medications in the last 1  No 33 (73.3) 20 (38.5) <0.05 55 (66.3) 12 (29.3) >0.05 
week Yes 12 (26.7) 32 (61.5)  28 (33.7) 29 (70.7)  
Smoking status Nonsmoker 23 (51.1) 24 (46.2) >0.05 50 (60.2) 21 (51.2) >0.05 
 Smoker 13 (28.9) 19 (36.5)  23 (27.7) 12 (29.3)  
 Occasional 1 (2.2) 3 (5.8)  3 (3.6) 2 (4.9)  
 Former 7 (15.6) 6 (11.5)  6 (7.2) 6 (14.6)  
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Supplementary Table 2: Detailed clinical characteristics of the endometriosis patients. 
Type of endometriosis Slovenia, n = 83 
(n [%]) 
Austria, n = 41 
(n [%]) 
p 
Ovarian  11 (13.3) 10 (24.4)  
Peritoneal  36 (43.4) 6 (14.6)  
Deep infiltrating  5 (6.0) 1 (2.4)  
Ovarian, peritoneal  15 (18.1) 11 (26.8) <0.05 
Ovarian, deep infiltrating  4 (5.0) 4 (9.8)  
Peritoneal, deep infiltrating  2 (2.4) 3 (7.3)  
Ovarian, peritoneal, deep infiltrating 10 (12.1) 6 (14.6)  
Revised American Fertility Society score    
I 29 (34.9) 10 (24.4)  
II 18 (21.7) 13 (31.7)  
III 17 (20.5) 5 (12.2) >0.05 
IV 15 (18.1) 9 (22.0)  
Missing 4 (4.8) 4 (9.8)  
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Supplementary Table 3: Presence of different types of pain and additional pathologies in control and endometriosis patients. 
Pain/ pathology Specification Subgroup Controls, n = 97  
(n [%]) 
Cases, n = 124  
(n [%]) 
p 
Pelvic, abdominal,  -- No 66 (68.0) 66 (53.2) <0.05 
low back pain  Yes 30 (30.9) 57 (46.0)  
  Missing 1 (1.0) 1 (0.8)  
Dysmenorrhea Frequency Never 10 (10.3) 1 (0.8) <0.05 
  Almost never 22 (22.7) 8 (6.5)  
  Sometimes 11 (11.3) 23 (18.5)  
  Quite often 17 (17.5) 17 (13.7)  
  Very often 36 (37.1) 74 (59.7)  
  Missing 1 (1.0) 1 (0.8)  
 Intensity No pain 18 (18.6) 7 (5.6) <0.05 
  Sligh pain 39 (40.2) 34 (27.4)  
  Medium pain 24 (24.7) 32 (25.8)  
  Strong pain 12 (12.4) 37 (29.8)  
  Missing 4 (4.1) 14 (11.3)  
 Score Mean  4.8 ±3.1 6.5 ±2.7 <0.05 
Dyspareunia General Never 42 (43.3) 25 (20.2) <0.05 
  Almost never 18 (18.6) 30 (24.2)  
  Sometimes 22 (22.7) 38 (30.6)  
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  Quite often 8 (8.2) 14 (11.3)  
  Very often 6 (6.2) 16 (12.9)  
  Missing 1 (1.0) 1 (0.8)  
 In the last 3 months No pain 45 (46.4) 36 (29.0) >0.05 
  Slight pain 22 (22.7) 33 (26.6)  
  Medium pain 16 (16.5) 29 (23.4)  
  Strong pain 5 (5.2) 6 (4.8)  
  Missing 9 (9.3) 20 (16.1)  
 Score Mean  2.2 ±2.8 3.3 ±2.8 <0.05 
Dyschezia In the last 3 months Never 69 (71.1) 61 (49.2) <0.05 
  Almost never 11 (11.3) 29 (23.4)  
  Sometimes 11 (11.3) 20 (16.1)  
  Quite often 4 (4.1) 10 (8.1)  
  Very often 1 (1.0) 3 (2.4)  
  Missing 1 (1.0) 1 (0.8)  
Nausea, vomiting -- Never 68 (70.1) 80 (64.5) >0.05 
  Almost never 17 (17.5) 20 (16.1)  
  Sometimes 11 (11.3) 17 (13.7)  
  Quite often 0  4 (3.2)  
  Very often 0 2 (1.6)  
  Missing 1 (1.0) 1 (0.8)  
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Perceived stress score  Mean 6.1 6.2 >0.05 
Additional pathologies Fallopian tube pathologies No 82 (84.5) 121 (97.6) <0.05 
  Yes 15 (15.5) 3 (2.4)  
 Cysts No 58 (59.8) 109 (87.9) <0.05 
  Yes 39 (40.2) 15 (12.1)  
 Adhesions No 87 (89.7) 102 (82.3) >0.05 
  Yes 10 (10.3) 22 (17.7)  
 Inflammation-related pathologies No 81 (83.5) 120 (96.8) >0.05 
  Yes 16 (16.5) 4 (3.2)  
 Adenomyosis No 95 (97.9) 121 (97.6) >0.05 
  Yes 2 (2.1) 3 (2.4)  
 Uterus related pathologies No 89 (91.8) 116 (93.5) >0.05 
  Yes 8 (8.2) 8 (6.5)  
 Borderline ovarian tumour No 95 (97.9) 123 (99.2) >0.05 
  Yes 2 (2.1) 1 (0.8)  
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Supplementary Table 4: Additional clinical pathologies categorized into seven main groups and according to the country of origin. 
Pathology Specification Controls, n = 97  
(n [%]) 
p Cases, n = 124  
(n [%]) 
p 
  Slovenia Austria  Slovenia Austria  
Fallopian tube Obstruction, occlusion, fibrosis, sactosalpinx, hydrosalpinx 6(6.2) 9(9.3) >0.05 1(0.8) 2(1.6) >0.05 
Cysts Serous, dermoid, mucinous, paraovarian, hemorrhagic 17 (17.5) 22 (22.7) >0.05 9(7.3) 6(4.8) >0.05 
Adhesions -- 9(9.3) 1(1.0) <0.05 22(17.7) 0 <0.05 
Inflammation related Inflammation, polycystic ovary syndrome 10 (10.3) 6(6.2) >0.05 1(0.8) 3(2.4) >0.05 
Adenomyosis -- 0 2(2.1) >0.05 1(0.8) 2(1.6) >0.05 
Uterus related Myoma, leiomyoma, septum uteri 1(1.0) 7(7.2) >0.05 8(6.5) 0 >0.05 
Borderline ovarian tumour -- 0 2(2.1) >0.05 1(0.8) 0 >0.05 
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4.2  OBJAVLJENE ŠTUDIJE – BIOKEMIJSKI OZNAČEVALCI RAKA 
ENDOMETRIJA  
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4.2.1  Nov algoritem, ki vključuje CA-125, HE4 in indeks telesne mase za diagnostiko 
raka endometrija 
 
4.2.1  Novel algorithm including CA-125, HE4 and body mass index in the diagnosis of 
endometrial cancer 
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Rak endometrija je v svetovnem merilu ena izmed najpogostejših malignih bolezni pri ženskah. 
Trenutno v klinični uporabi še nimamo individualnega biokemijskega označevalca ali nabora 
biokemijskih označevalcev, s katerim bi lahko natančno diagnosticirali rak endometrija, 
predvsem pri ženskah z visoko stopnjo tveganja in brez simptomov. Številne študije, ki so 
proučevale tumorska označevalca CA-125 in HE4 pri raku endometrija, so razkrile, da imata 
oba označevalca diagnostičen in/ali prognostičen potencial. Namen naše študije je bil, da 
določimo serumske koncentracije CA-125 in HE4 pri bolnicah z rakom endometrija (64 bolnic) 
in pri kontrolni skupini bolnic (69 bolnic) ter preverimo njun diagnostičen in/ali prognostičen 
potencial. Rezultati so pokazali, da so bile serumske koncentracije tako CA-125 kot tudi HE4 
statistično značilno (p < 0,01) povišane pri bolnicah z rakom endometrija. Povišane so bile tudi 
pri prognostično bolj neugodnem tipu raka endometrija (tip II) in pri bolnicah s slabo 
diferenciranim (G3) endometrioidnim tipom raka. S pomočjo logistične regresije smo s 
kombinacijo serumskih koncentracij CA-125 in HE4 ter dodanim indeksom telesne mase 
postavili diagnostičen algoritem s površino pod krivuljo 0,804, z občutljivostjo 66,7 % in 
specifičnostjo 84,6 %. Globoka invazija v miometrij (tj. mišična stena maternice) in prisotnost 
limfovaskularne invazije sta prognostično neugodna kazalca za bolnice z rakom endometrija. 
Pri ugotavljanju prognostičnega pomena obeh označevalcev smo ugotovili, da ima HE4 boljše 
prognostične karakteristike, saj je za razliko od CA-125 statistično značilno povišan pri 
bolnicah z rakom endometrija, ki imajo prisotno globoko invazijo v miometrij ali 
limfovaskularno invazijo. Tudi pri bolnicah z nizko stopnjo tveganja, ki imajo dobro ali srednje 
diferencirano obliko endometrioidnega raka endometrija in pri katerih bi se lahko izognili 
limfadenektomiji, lahko s pomočjo HE4 razvrstimo bolnice glede na prisotnost/odsotnost 
globoke invazije v miometrij. 
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4.2.2  Modeli, ki vključujejo plazemske koncentracije sfingomielinov in 
fosfatifilholinov, kot diagnostični in prognostični biokemijski označevalci raka 
endometrija 
 
4.2.2  Models including plasma levels of sphingomyelins and phosphatidylcholines as 
diagnostic and prognostic biomarkers of endometrial cancer 
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Z biokemijskimi označevalci raka endometrija bi lahko preoperativno identificirali bolnice z 
nizko stopnjo tveganja za napredovanje raka. Ta pristop bi omogočil bolnici prilagojeno 
kirurško zdravljenje, s katerim bi se izognili zapletom, ki so povezani z radikalnim kirurškim 
posegom. Potencialne biokemijske označevalce raka endometrija so iskali že med nabori 
proteinov, aminokislin, encimov in nekodirajočih molekul RNA. Ob oddaji članka študij 
identifikacije biokemijskih označevalcev z uporabo tarčnega metabolomskega/lipidomskega 
pristopa še ni bilo objavljenih. Z uporabo tekočinske kromatografije, skopljene s tandemsko 
masno spektrometrijo, in uporabo komercialno dostopnega kompleta smo kvantificirali 163 
različnih metabolitov v plazmi bolnic z rakom endometrija (61 bolnic) in v kontrolni skupini 
bolnic (65 kontrolnih bolnic). Trije posamezni fosfatidilholini so bili pri bolnicah z rakom 
endometrija prisotni v statistično značilno nižji koncentraciji in tako predstavljajo možne 
biokemijske označevalce raka endometrija. Diagnostičen model je vseboval tri različne 
spremenljivke, in sicer razmerje acilkarnitina C16 in fosfatidilholina PC ae C40:1, razmerje 
prolina in tirozina ter razmerje dveh fosfatidilholinov PC aa C42:0 in PC ae C44:5, s površino 
pod krivuljo 0,837, z občutljivostjo 85,25 % in specifičnostjo 69,23 %. Dodani status kajenja 
je vodil v izboljšanje diagnostičnega modela s povišano vrednostjo površine pod krivuljo 
(0,855). Metabolomski profil bolnic, ki imajo prisotno globoko invazijo v miometrij ali 
limfovaskularno invazijo, je prav tako spremenjen in je pripeljal do razvoja prognostičnih 
modelov. Najboljši model za globoko invazijo v miometrij vsebuje razmerje 
hidroksisfingomielina SMOH C14:1 in SMOH C24:1 ter razmerje fosfatidilholina PC aa C40:2 
in PC aa C42:6 in izkazuje prognostične karakteristike z vrednostjo površine pod krivuljo 0,857, 
z občutljivostjo 81,25 % in specifičnostjo 86,36 %. Prognostični model za prisotnost 
limfovaskularne invazije pa ima površino pod krivuljo 0,935, občutljivost 88,89 %, specifičnost 
84,31 % in vključuje razmerje dveh fosfatidilholinov PC aa C34:4 in PC ae C38:3 ter razmerje 
acilkarnitina C16:2 in fosfatidilholina PCaa C38:1. Rezultati naše študije tako potrjujejo, da rak 
endometrija spremlja spremenjen profil metabolitov. Te spremembe so omogočile razvoj 
diagnostičnih in prognostičnih modelov, ki jih bo treba v prihodnje potrditi še na večjem številu 
vzorcev.  
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4.3 OBJAVLJENI PREGLEDNI ČLANEK  
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4.3.1  Androgeni in rak endometrija – možnosti novih pristopov zdravljenja 
 
4.3.1  Androgens and endometrial cancer – potential novel therapeutical approaches 
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Rak endometrija je najpogostejši rak ženskega reproduktivnega sistema. Bolezen je značilna 
predvsem za ženske po menopavzi, pojavlja pa se tudi pri ženskah pred menopavzo. Nastanek 
raka endometrija razlagamo s hipotezo, da povečana koncentracija endogenih ali eksogenih 
estrogenov ob sočasni zmanjšani koncentraciji progestagenov privede do proliferacije 
endometrija in do povečanega števila celičnih delitev ter posledično do večje možnosti nastanka 
genetskih napak, ki vodijo v hiperplazijo endometrija in rak endometrija. V zadnjem času 
raziskave kažejo, da je rak endometrija povezan tudi z učinki androgenov. Epidemiološke 
raziskave povezujejo povečane serumske koncentracije androgenov z večjim tveganjem za 
razvoj raka endometrija, medtem ko raziskave na celičnih linijah in vzorcih tkiva kažejo na 
zaščitno vlogo androgenov pri razvoju tega raka. Vloga androgenov pri raku endometrija 
trenutno še ni v celoti pojasnjena. Potrebne so dodatne raziskave, ki bodo opredelile natančen 
mehanizem delovanja in vlogo androgenov pri razvoju in napredovanju raka endometrija, kar 
bo v prihodnje omogočilo nove možnosti zdravljenja te bolezni.  
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5  NEOBJAVLJENI REZULTATI 
 
V tem poglavju predstavljamo rezultate raziskav, ki še niso objavljene v obliki člankov. 
5.1  Uporaba proteinskih mikromrež pri iskanju biokemijskih označevalcev peritonealne 
endometrioze 
5.2  Iskanje biokemijskih označevalcev endometrioze med citokini in kemokini 
5.3  Fosfatidilholini kot biokemijski označevalci endometrioze 
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5.1  Uporaba proteinskih mikromrež pri iskanju biokemijskih označevalcev 
peritonealne endometrioze 
 
5.1.1.  KRATEK UVOD 
Endometrioza je kompleksna, od estrogenov odvisna kronična vnetna bolezen, kjer se 
endometrijskim žlezam in stromi podobno tkivo pojavi zunaj maternične votline (Giudice in 
Kao, 2004; Olive in Schwartz, 1993). Endometrioza predstavlja enega izmed najpomembnejših 
vzrokov ženske neplodnosti (Kvaskoff in sod., 2015). Nespecifični simptomi endometrioze, ki 
jih povezujejo s številnimi drugimi obolenji, ter invazivna kirurška diagnostika vodijo v 
večletni zamik od pojava prvih simptomov do postavitve diagnoze (Nnoaham in sod., 2011; 
Mounsey in sod., 2006). Pri postavitvi diagnoze se sicer uporablja tudi ultrazvok, računalniško 
tomografijo in magnetno resonanco, vendar zlati standard ostaja laparoskopija, ki omogoča 
direktno vizualizacijo medeničnih organov, ter nadaljnja histološka potrditev odvzetega tkiva 
(Burney, 2014; Hjordt Hansen in sod., 2014). Biokemijske označevalce endometrioze so s 
pristopi transkriptomike, metabolomike in proteomike iskali v krvi, urinu in tkivu, vendar 
trenutno še ne poznamo klinično uporabnega biokemijskega označevalca ali nabora 
označevalcev (Rižner, 2014; May in sod., 2011). Tehnologija proteinskih mikromrež 
predstavlja visoko zmogljivo metodo, ki omogoča hkratno kvantifikacijo velikega števila 
proteinov v majhnem volumnu vzorca (Wilson in sod., 2015). Trenutno poznamo tri vrste 
različnih proteinskih mikromrež, in sicer funkcionalne, reverzno-fazne in analitske mikromreže 
(Sutandy in sod., 2013). Osnovni princip delovanja analitskih mikromrež temelji na interakciji 
antigen – protitelo, pri čemer lahko uporabimo metodo sendvič ELISA ali neposrednega 
označevanja vzorca (o. p. fluorescenca, biotin). Pri uporabi metode sendvič ELISA 
potrebujemo par protiteles, kjer je prvo imobilizirano na nosilcu, drugo pa se nahaja v 
detekcijski raztopini. Prednosti omenjenega principa sta predvsem povečana specifičnost in 
občutljivost, vendar pa lahko zaradi navzkrižne reaktivnosti v nosilec vključimo samo do 
okvirno 100 različnih protiteles. Teoretično pa lahko s pristopom direktnega označevanja 
preiskujemo neomejeno število protiteles, saj v tem primeru nimamo težav z navzkrižno 
reaktivnostjo (W. Huang in sod., 2018; Kingsmore, 2006; R. P. Huang, 2003). Za identifikacijo 
biokemijskih označevalcev se najbolj uporablja analitske mikromreže, kjer je na nosilcu 
imobiliziranih različno število protiteles, ki specifično prepoznajo antigene v biološkem vzorcu. 
Kombinacija analitskih mikromrež z ustrezno statistično analizo tako omogoča identifikacijo 
biokemijskih označevalcev endometrioze. 
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5.1.2  EKSPERIMENTALNI DEL 
Preiskovanke 
V študijo smo vključili 12 preiskovank (6 bolnic s peritonealno endometrioze, 6 kontrolnih 
bolnic), ki so bile napotene na laparaskopijo na Ginekološki kliniki Univerzitetnega kliničnega 
centra v Ljubljani med letoma 2013 in 2015. V študijo smo vključili bolnice s podobnimi 
kliničnimi karakteristikami z namenom, da odstranimo čim večje število možnih spremenljivk, 
ki bi lahko vplivale na proteomski profil. Vse vključene preiskovanke so bile v sekretorni fazi 
menstruacijskega cikla, razlike v razporeditvi indeksa telesne mase in starosti pa niso bile 
statistično značilne (p > 0,05). Ker se zavedamo, da lahko na proteomski profil vplivajo tudi 
določeni predanalitski faktorji, smo v študijo vključili enako število bolnic, ki so bile 
hospitalizirane leta 2013 in leta 2015. 
 Proteinske mikromreže 
Študija identifikacije biokemijskih označevalcev peritonealne endometrioze s pomočjo 
proteinskih mikromrež je potekala v sodelovanju s podjetjem Sciomics (Sciomics GmbH, 
Heidelberg, Nemčija). Plazemske vzorce s koncentracijo 4 mg/mL smo najprej označili z 
dvema različnima barviloma (scioDye1, scioDye2, Sciomics, Heidelberg, Nemčija) in 
inkubirali eno uro. Po inkubaciji smo z dodatkom hidroksilamina (Sigma Aldrich, St. Lous, 
Missouri, ZDA) ustavili reakcijo, odstranili odvečno barvilo in zamenjali pufer z 1× fosfatnim 
pufrom. Referenčni vzorec je predstavljal združene vse plazemske vzorce, označene z enim 
barvilom (scioDye2, Sciomics, Heidelberg, Nemčija). 
Analiza vseh plazemskih vzorcev je potekala s pomočjo tako imenovanega dvojnega barvnega 
pristopa (o. p. »dual-colour approach«) in z uporabo analitskih proteinskih mikromrež 
(scioDiscover, Sciomics, Heidelberg, Nemčija), kjer s pomočjo več kot 1130 protiteles 
detektiramo 900 različnih proteinov v enem samem vzorcu. Vsako protitelo na analitski 
mikromreži je predstavljeno v štirih ponovitvah. Proteinske mikromreže smo predhodno 
blokirali (scioBlock, Sciomics, Heidelberg, Nemčija) na hibridizacijski aparaturi (Hybstation 
4800, Tecan, Avstrija) in nato inkubirali z barvno označenimi plazemskimi vzorci (Tabela 3). 
Po triurni inkubaciji smo mikromreže sprali (1× PBSTT; 0,1× PBS; voda) in posušili s pomočjo 
dušika. 
Knific T., doktorska disertacija, Inštitut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani 
104 
 
Tabela 3: Shema poskusa s proteinskimi mikromrežami. 
 Št. proteinske mikromreže Rdeči barvni kanal Zeleni barvni kanal 
1 A1.74 Kontrolna bolnica 1 Referenca 
2 A1.75 Kontrolna bolnica 2 Referenca 
3 A1.76 Bolnica s PE 1 Referenca 
4 A1.65 Bolnica s PE 2 Referenca 
5 A1.66 Bolnica s PE 3 Referenca 
6 A1.67 Kontrolna bolnica 3 Referenca 
7 A1.68 Bolnica s PE 4 Referenca 
8 A1.69 Kontrolna bolnica 4 Referenca 
9 A1.70 Kontrolna bolnica 5 Referenca 
10 A1.71 Bolnica s PE 5 Referenca 
11 A1.72 Kontrolna bolnica 6 Referenca 
12 A1.73 Bolnica s PE 6 Referenca 
*PE – peritonealna endometrioza 
 Analiza pridobljenih rezultatov 
Branje proteinskih mikromrež je potekalo s pomočjo ustreznega čitalca (Powerscanner, Tecan, 
Avstrija), podatke pa smo analizirali s pomočjo ustrezne računalniške programske opreme 
(Genepix Pro 6.0, Molecular Devices, Union City, CA, ZDA). Pridobljene in neobdelane 
podatke smo analizirali z uporabo paketa linearnih modelov za proteinske mikromreže (o. p. 
»LIMMA«), ki je del programa R-Bioconductor (R: Development core team (2004), R: A 
language and environment for statistical computing, R foundation for statistical computing, 
Dunaj, Avstrija; Bioconductor (Ihaka in Gentleman, 1996)). Za normalizacijo smo uporabili 
specializirano neparametrično regresijsko metodo (o. p. »invariant LOWESS«). Za analizo 
rezultatov vzorcev se je linearni model prilegal na rezultate neparametrične regresijske metode, 
kar je privedlo do dvostranskega t-testa oz. F-testa na osnovi tovrstne statistike. Vse 
predstavljene p-vrednosti so bile prilagojene na večkratno testiranje z metodo, ki sta jo podala 
Benjamini in Hochberg. Diferenčno izraženi proteini so bili identificirani na osnovi prilagojene 
p-vrednosti. Za analizo grupiranja smo uporabili logaritemske vrednosti intenzitete signalov 
vzorcev in referenc. 
5.1.3  REZULTATI 
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Analiza hierarhičnega grupiranja ni pokazala jasnega ločevanja proteomskega profila med 
bolnicami z endometriozo in kontrolno skupino bolnic, kar v kliničnih študijah ni nenavadno, 
saj imamo opravka s kompleksnimi vzorci, kjer je med posamezniki prisotna velika 
heterogenost. Rezultati so pokazali, da ima ena izmed kontrolnih bolnic zelo heterogen 
proteomski profil, ki je bolj podoben profilu bolnic z endometriozo (o. p. tehnična napaka je 
bila izključena). Po filtriranju in identifikaciji 24 proteinov, ki so prisotni v statistično značilno 
različnih ravneh med dvema primerjalnima skupinama, pa se pri hierarhičnem grupiranju jasno 
vidi združevanje proteomskega profila na osnovi bolezenskega statusa (Slika 8). 
 
Slika 8: Hierarhično grupiranje na osnovi 24 proteinov. Proteomski profil enega vzorca 
kontrolne bolnice (o. p. kontrolna bolnice 5) je bolj podoben skupini z endometriozo. 
Pri analizi glavnih komponent so proteomski profili prikazani v dvodimenzionalni obliki. 
Lokacija in bližina vzorcev na grafu sta definirani na osnovi proteomskega profila, vzorci, ki 
imajo podoben proteomski profil, so si na grafu lokacijsko blizu. Tudi pri analizi glavnih 
komponent smo opazili podoben trend, kjer se po filtriranju na osnovi različnih ravni 24 
proteinov skupini vidno ločita glede na bolezenski status (Slika 9). Vzorci kontrolnih bolnic so 
pri analizi glavnih komponent na levi strani grafa, medtem ko so bolnice z endometriozo na 
desni strani (Slika 9). 
 




Slika 9: Analiza glavnih komponent na osnovi 24 proteinov. Vzorec kontrolne bolnice (o. p. 
kontrolna bolnica 5), ki ima proteomski profil bolj podoben profilu bolnic z endometriozo, je 
na grafu tudi lokacijsko najbolj blizu skupini bolnic z endometriozo. 
Test na osnovi različnih ravni proteinov v linearnem modelu smo naredili za vse bolnice z 
endometriozo in za vse kontrolne bolnice ter tudi glede na leto hospitalizacije. Rezultati so 
pokazali, da je med bolnicami s peritonealno endometriozo in kontrolno skupino bolnic 24 
proteinov prisotnih v statistično značilno različnih ravneh (p < 0,01), med njimi je bila raven 
19 proteinov povišana, raven petih proteinov pa znižana pri bolnicah z endometriozo. Na osnovi 
teh rezultatov smo nato s pomočjo komercialno dostopnih kompletov do sedaj preverili tri 
proteine, katerih količina naj bi bila pri bolnicah z endometriozo povišana (o. p. dva proteina 
smo preverili s pomočjo komercialno dostopnih sendvič kompletov ELISA, enega pa s pomočjo 
visokozmogljive »multiplex« ELISE) na večjem številu bolnic (o. p. ob vključitvi bolnic z 
drugimi tipi endometrioz). Enega izmed identificiranih proteinov smo potrdili (n = 63 vzorcev; 
32 vzorcev bolnic z endometriozo in 31 vzorcev kontrolnih bolnic; Slika 10), pri drugem razlike 
med bolnicami z endometriozo in kontrolno skupino bolnic niso bile statistično značilne (n = 
64 vzorcev; 32 vzorcev bolnic z endometriozo in 32 vzorcev kontrolnih bolnic; p > 0,05), 
količina tretjega proteina pa je statistično značilno (n = 141; 47 vzorcev bolnic s peritonealno 
endometriozo, 94 vzorcev kontrolnih bolnic; p < 0,01) povišana pri kontrolni skupini bolnic v 
primerjavi z bolnicami s peritonealno endometriozo (Slika 10). 




Slika 10: Primerjava plazemskih koncentracij proteinov 1, 2 in 3 med kontrolnimi bolnicami 
in bolnicami z različnimi oblikami endometrioze ali samo s peritonealno endometriozo (PE). 
Rezultati koncentracij so prikazani na logaritemski skali, škatla predstavlja vrednosti med 
prvim in tretjim kvartilom, ki so ločena z mediano, razdalje brkov so izračunane po metodi 
Tukey, osamelci pa so prikazani s pikicami. 
Ker želimo z validacijsko študijo nadaljevati in razmišljamo o možnosti zaščite intelektualne 
lastnine, na tem mestu diferenčno izraženih proteinov ne moremo navajati. Diagnostično 
diskriminatorno moč identificiranega in delno validiranega proteina 1 smo nato primerjali še s 
serumskimi vrednostmi CA-125 (n = 32 vzorcev bolnic z endometriozo in n = 28 vzorcev 
kontrolnih bolnic) in ugotovili, da je diagnostičen potencial proteina 1 primerljiv s CA-125 
(AUC protein 1 = 0,739; AUC CA-125 = 0,737; Slika 11). 




Slika 11: Krivulja ROC plazemskih koncentracij proteina 1 in serumskih koncentracij 
CA-125. 
5.1.4  RAZPRAVA 
Omejitve metod, ki omogočajo detekcijo zgolj enega proteina (o. p. ELISA, prenos western, 
imunohistokemija), so spodbudile razvoj tehnologij, ki omogočajo hkratno detekcijo večjega 
števila/nabora proteinov (R. P. Huang, 2003). Proteomika je veda, ki nam poda informacije o 
profilu oz. koncentracijah vseh proteinov v celici, tkivu ali določeni fiziološki tekočini, ki so 
hkrati tudi odraz trenutnega patofiziološkega stanja preiskovanega sistema. Prvotno so 
raziskovalci pri iskanju biokemijskih označevalcev uporabljali pristope dvodimenzionalne 
gelske elektroforeze, ionizacije v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem (o. 
p. MALDI-TOF; angl. matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) ali s 
površinsko izboljšano ionizacijo z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem (o. p. SELDI-
TOF; surface-enhanced laser desorption/ionization time of flight) (Palmblad in sod., 2009). 
Uporabljeni eksperimentalni pristopi nam sicer podajo informacije o proteomskem profilu, 
vendar v obliki mase oziroma razmerja mase in naboja delca, za identifikacijo proteina ali 
peptida pa je treba uporabiti nadaljnje eksperimentalne pristope (MS-MS), kar omejuje njihovo 
klinično uporabnost. Biokemijske označevalce endometrioze so s pomočjo masne 
spektrometrije iskali že v plazmi, serumu in urinu, študije s proteinskimi mikromrežami pa do 
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sedaj še niso bile izvedene (Long in sod., 2013; Cho in sod., 2012; Fassbender in sod., 2012; 
El-Kasti in sod., 2011; Tokushige in sod., 2011; Zheng in sod., 2011). Proteinske mikromreže 
so dandanes že priznane kot primer zanesljive in robustne metodologije, ki nam omogoča 
proučevanje kompleksnega proteoma v piko ali celo femtomolarnem koncentracijskem 
območju (Wilson in sod., 2015). Razdelimo jih v tri skupine, in sicer v funkcionalne, 
reverznofazne in analitske mreže (Sliki 5 in 12). V zadnjo skupino sodijo mikromreže s 
protitelesi, ki imajo na trdnem nosilcu imobiliziranih različno število protiteles (angl. antibody 
arrays), ki specifično prepoznavajo antigene v vzorcu. Analitske mikromreže predstavljajo 
ustrezno metodo pri iskanju novih biokemijskih označevalcev, zato smo jih uporabili tudi v fazi 
odkrivanja potencialnih biokemijskih označevalcev peritonealne endometrioze. Analitske 
mikromreže so bile do sedaj vključene že v številne študije iskanja biokemijskih označevalcev 
različnih bolezenskih stanj raka dojk, trebušne slinavke, jajčnikov, pljuč, prostate, mehurja, kot 
tudi bolezni vnetega črevesja (Gerdtsson in sod., 2015; Ingvarsson in sod., 2008; Sanchez-
Carbayo in sod., 2006; Celis in sod., 2005; Gao in sod., 2005; Kader in sod., 2005; Mor in sod., 
2005; Orchekowski in sod., 2005; Celis in sod., 2004; Hudelist in sod., 2004; Lin in sod., 2004; 
Miller in sod., 2003; Woodbury in sod., 2002). Visoka zmogljivost proteinskih mikromrež 
omogoča njihovo uporabo tako pri odkrivanju kot tudi pri potrjevanju biokemijskih 
označevalcev številnih bolezni, kar bi v končni fazi lahko pripeljalo do razvoja klinično 
uporabnih diagnostičnih algoritmov. V naši študiji smo s pomočjo analitskih proteinskih 
mikromrež z metodo direktnega označevanja v vzorcih plazme bolnic s peritonealno 
endometriozo in v vzorcih plazme kontrolne skupine bolnic določili koncentracije 900 različnih 
proteinov predvsem iz skupine transkripcijskih faktorjev, citokinov, kemokinov, proteinov, 
značilnih za apoptozo in oksidativni stres, ter proteinov, ki so udeleženi v številnih signalnih 
poteh. Ugotovili smo, da se plazemski profil 24 proteinov razlikuje med bolnicami s 
peritonealno endometriozo in kontrolno skupino. Na osnovi hierarhičnega grupiranja smo 
ugotovili, da je izjemoma profil ene izmed kontrolnih bolnic bolj podoben profilu bolnic s 
peritonealno endometriozo. Na osnovi zbranih in pregledanih kliničnih podatkov nismo našli 
nobene specifične lastnosti, ki bi jo povezovala z bolnicami. Opazili smo le, da je to najstarejša 
bolnica (o. p. 40 let), ki je bila vključena v študijo in je imela status bivše aktivne kadilke (o. p. 
20 let kajenja, 20 cigaret dnevno), kar bi potencialno lahko vplivalo na spremenjen plazemski 
profil proteinov. 




Slika 12: Shematski prikaz uporabe analitskih proteinskih mikromrež (prirejeno po: 
http://www.sciomics.de). 
Koncentracije izbranih proteinov smo (in bomo) v fazi potrjevanja določevali s pomočjo 
komercialno dostopnih sendvič kompletov ELISA. Uspešno smo tako potrdili enega od treh 
proučevanih proteinov, pri enem pa smo opazili celo obraten trend. Razlike med prvo in drugo 
fazo raziskav so lahko posledica vključitve bolnic z različnimi oblikami endometrioz, kar 
potencialno vpliva na proteomski profil ali pa gre za morebitne razlike v specifičnosti primarnih 
protiteles (Rižner in sod., 2016), ki so bila vključena v proteinskih mikromrežah in v kompletih 
ELISA. 
5.1.5  ZAKLJUČEK 
V okviru te študije smo v 12 vzorcih plazme s pomočjo analitskih proteinskih mikromrež 
preverili profil 900 različnih proteinov in njihov diagnostičen potencial pri bolnicah s 
peritonealno endometriozo. Rezultati študije kažejo, da se ne glede na datum odvzema krvi med 
bolnicami z endometriozo in kontrolno skupino bolnic profil 24 proteinov statistično značilno 
razlikuje. Ključna prednost uporabljenega pristopa je komercialna dostopnost protiteles in s tem 
možnost razvoja imunoloških metod za preverjanje koncentracij izbranih proteinov v nadaljnjih 
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fazah potrjevanja/validacije. Identificirane potencialne biokemijske označevalce tako s 
pomočjo komercialno dostopnih kompletov ELISA sedaj preverjamo še na večjem številu 
vzorcev, ki vključuje vzorce bolnic z različnimi oblikami endometrioze. 
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5.2  Iskanje biokemijskih označevalcev endometrioze med citokini in kemokini 
 
5.2.1  KRATEK UVOD 
Endometrioza je benigna ginekološka bolezen, kjer se endometrijske žleze s stromo razrastejo 
zunaj maternične votline (Olive in Schwartz, 1993). Bolezen je zelo pogosta, saj ocenjujejo, da 
se pojavlja pri 6–10 % žensk v rodnem obdobju, odstotek pa naraste na 30–50 % pri ženskah z 
bolečinami in/ali neplodnostjo (Rogers in sod., 2013; Guo in Wang, 2006). Endometriozo lahko 
razdelimo na peritonealno (o. p. povrhnje peritonealne spremembe), ovarijsko (o. p. ovarijske 
čokoladne ciste) in na globoko infiltrativno (o. p. globoki noduli, ki segajo >5 mm pod 
peritonealno površino) endometriozo. Te oblike endometrioze predstavljajo tri različne bolezni 
z različno etiopatogenezo (Brosens in Benagiano, 2011; Koninckx in Martin, 1992). 
Endometriotično tkivo na ektopičnih mestih povzroči vnetje, zato endometriozo opisujemo tudi 
kot kronično vnetno bolezen. Pomembno vlogo pri nastanku in napredovanju endometrioze 
tako predstavlja porušen imunski sistem, ki ne odstrani endometrijskega tkiva, pač pa omogoča 
endometrijskim celicam preživetje na ektopičnih mestih, zato citokini, kemokini in ostali vnetni 
proteini predstavljajo možne biokemijske označevalce endometrioze (Kyama in sod., 2003). 
Številne študije pa so pokazale, da imajo zaradi nespecifičnega povišanja koncentracij vnetnih 
proteinov zaradi prisotnosti ostalih bolezni, vpliva starosti, intenzivne telesne aktivnosti in 
ostalih dejavnikov posamezni vnetni proteini omejen diagnostičen potencial (Kleiner in sod., 
2013; Vodolazkaia in sod., 2012; Pedersen in Hoffman-Goetz, 2000). Pri iskanju biokemijskih 
označevalcev endometrioze se tako študije v zadnjem času vse bolj usmerjajo v proučevanje 
večjega števila proteinov, ki imajo skupaj s kliničnimi podatki večji potencial za postavitev 
diagnostičnega modela (Kocbek in sod., 2015; Vodolazkaia in sod., 2012; Mihalyi in sod., 
2010). Na podlagi številnih študij, ki povezujejo vpletenost citokinov v patogenezo 
endometrioze, in na osnovi zavedanja, da lahko z naborom večjega števila proteinov povečamo 
občutljivost in specifičnost diagnostičnega modela, smo se odločili, da proučimo diagnostičen 
potencial večjega števila različnih citokinov in kemokinov. Zato smo v tej študiji pri bolnicah 
z endometriozo in kontrolno skupino bolnic določili plazemske koncentracije kar 40 različnih 
citokinov in kemokinov ter preverili njihov diagnostičen potencial. 
5.2.2  EKSPERIMENTALNI DEL 
Preiskovanke in klinični vzorci 
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V študijo smo vključili bolnice, ki so bile med marcem 2003 in septembrom 2016 
hospitalizirane na Ginekološki kliniki Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana in na 
ginekološki kliniki medicinske univerze na Dunaju. V prospektivno študijo smo vključili 
bolnice, ki so bile napotene na laparoskopijo ali laparotomijo zaradi simptomov, značilnih za 
endometriozo (o. p. neplodnost in/ali bolečine), ter bolnice z miomi, cistami ali podobnimi 
benignimi ginekološkimi patologijami. Odvzem, procesiranje in shranjevanje vzorcev krvi je 
potekalo skladno z našim striktnim standardnim operativnim postopkom, ki je natančno opisan 
v poglavjih 3.1.1 in 4.1.2. Od preiskovank smo pridobili podatke glede njihovega etničnega 
porekla, načina življenja (o. p. prehrane, statusa kajenja, športa, rekreacije, stresa), zdravstvene 
anamneze, zlasti glede prisotnosti različnih vrst bolečine, povezane z endometriozo (o. p. 
bolečina v medenici, dispareunija, dismenoreja, dishezija). Intenziteto dismenoreje in 
dispareunije smo ovrednotili z validirano vizualno lestvico od 0 do 10 točk. Celokupno je 210 
bolnic ustrezalo vključitvenim kriterijem; 116 bolnic je imelo operativno in histološko potrjeno 
endometriozo, 94 bolnic pa je sestavljalo kontrolno skupino. Dodatna ginekološka stanja, ki 
smo jih zabeležili, pa so bila opredeljena med operativnim postopkom. Faza menstruacijskega 
cikla je bila določena na podlagi datuma zadnje menstruacije in na podlagi debeline 
endometrija, določene z ultrazvočno preiskavo. 
 Koncentracije izbranih proteinov 
Koncentracije izbranih citokinov in kemokinov smo izmerili s pomočjo tehnologije Luminex 
xMAP na aparaturi Magpix (Luminex, Austin, Texas, ZDA) in z uporabo komercialno 
dostopnih kompletov (Bio-Plex Pro™ Human Chemokine; lot: #64025638, #64040537 Bio-
Rad Laboratories, CA, ZDA). Tehnologija je osnovana na 5,5 μm polistirenskih magnetnih 
kroglicah, ki so glede na vrsto kovalentno vezanega primarnega protitelesa označene z različno 
kombinacijo dveh fluorescentnih barvil (o. p. določitev regije fluorescence, Slika 13). V naši 
študiji smo s pomočjo navedenih kompletov v 213 vzorcih plazme določili koncentracije 40 
različnih citokinov in kemokinov (Tabela 4). Vzorce plazme smo skladno z navodili 
proizvajalca štirikrat redčili, pred vsako meritvijo pa smo izvedli postopke verifikacije in 
kalibracije s pomočjo komercialno dostopnih in predpisanih kompletov (MPX-PVER-K25, 
MPX-CAL-K25; Luminex, Austin, Texas, ZDA). 
Tabela 4: Regije magnetnih kroglic in pripadajoči kovalentno vezani analiti. 
Analit Regija magnetne kroglice  Analit Regija magnetne kroglice 
CCL21 12  IL-16 27 
Knific T., doktorska disertacija, Inštitut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani 
114 
 
CXCL13 74  CXCL10 48 
CCL27 72  CXCL11 25 
CXCL5 73  CCL2 53 
CCL11 43  CCL8 57 
CCL24 30  CCL7 26 
CCL26 65  CCL13 28 
CX3CL1 77  CCL22 29 
CXCL6 15  MIF 35 
GM-CSF 34  CXCL9 14 
CXCL1 61  CCL3 55 
CXCL2 78  CCL15 66 
CCL1 20  CCL20 62 
INF-γ 21  CCL19 76 
IL-1β 39  CCL23 37 
IL-2 38  CXCL16 64 
IL-4 52  CXCL12 22 
IL-6 19  CCL17 67 
IL-8 54  CCL25 46 
IL-10 56  TNF-α 36 
 
 
Slika 13: Shematski prikaz različnih regij magnetnih kroglic. Regija oz. lokacija na 
dvodimenzionalnem grafu – vrednost lokacije oz. pozicije je določena na osnovi kombinacije 
dveh fluorescentnih barvil (eno fluorescentno barvilo predstavlja vrednost na osi x – 
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klasifikacija 1, drugo fluorescentno barvilo pa vrednost na osi y – klasifikacija 2; prirejeno po: 
http://slideplayer.com/slide/7468020/). 
 Statistična analiza 
Razlike v koncentracijah posameznih citokinov in kemokinov smo najprej določili s pomočjo 
univariante analize in neparametričnim Mann-Whitneyjevim testom, za oceno normalnosti 
porazdelitve pa smo uporabili Shapiro-Wilkov test. Pri rezultatih primerjave koncentracij 
posameznih proteinov pa smo nato upoštevali še Bonferronijevo korekcijo p vrednosti za 
multiplo testiranje. Rezultate deskriptivne analize podatkov smo podali v obliki srednje 
vrednosti z dodano standardno deviacijo (o. p. ±SD), rezultate koncentracij citokinov in 
kemokinov pa smo podali v obliki mediane in srednje vrednosti z dodano standardno deviacijo 
(o. p. ±SD). Ker so bile vrednosti nižje od spodnje meje detekcije, smo iz analize izključili dva 
proteina. V fazi odkrivanja novih biokemijskih označevalcev endometrioze dodatnih 
izključitvenih kriterijev nismo postavili. Poleg posameznih citokinov in kemokinov smo v 
analizo vključili tudi njihova razmerja. S pristopi logistične regresije smo želeli postaviti 
diagnostičen algoritem, ki bi ločeval bolnice z endometriozo od kontrolnih bolnic. Za statistično 
značilno smo upoštevali vrednost p < 0,05. Pri delu smo uporabili program Microsoft Excel 
2003, za statistične izračune pa programa R in R Studio skupaj z ustreznimi statističnimi paketi 
(o. p. »mice«, »caret«, »glmnet«, »kknn«, pda«, »random forest«, »ggplot«). 
5.2.3  REZULTATI 
V študijo je bilo vključenih 116 bolnic z različnimi oblikami endometrioze (Tabela 4). Obseg 
endometrioze smo opredelili na osnovi popravljene klasifikacije ameriškega združenja za 
reproduktivno medicino (Society, 1985). Minimalna do blaga oblika endometrioze je bila 
prisotna pri 72 (62 %) bolnicah, zmerna do huda oblika pri 40 (34 %) bolnicah, medtem ko za 
štiri bolnice podatka o obsegu endometrioze nismo pridobili. Bolnice z endometriozo so bile v 
povprečju stare 32 let (razpon od 19 do 50 let starosti) in so imele povprečen indeks telesne 
mase 23 kg/m2 (razpon od 16 do 50 kg/m2). V kontrolno skupino pa so bile vključene bolnice 
z benignimi ginekološkimi obolenji, pri katerih je bila odsotnost endometrioze potrjena z 
laparoskopijo ali laparotomijo (n = 94). Kontrolne bolnice so bile v povprečju stare 32 let 
(razpon 18 do 50 let) in s povprečnim indeksom telesne mase 24 kg/m2 (razpon 18 do 42 kg/m2). 
Kot možne dejavnike, ki lahko vplivajo na koncentracije vnetnih proteinov, smo v študijo 
vključili tudi podatke o hormonski terapiji, peroralni kontracepciji, znani terapiji, statusu 
kajenja in stopnji športne aktivnosti. V obdobju treh mesecev pred operativnim posegom večina 
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bolnic (91 %) ni prejemala hormonske terapije ali bila na peroralni kontracepciji (88 %), v tednu 
pred operacijo pa je 54 (47 %) bolnic z endometriozo in 39 (41 %) kontrolnih bolnic jemalo 
zdravila, predvsem iz skupine analgetikov, zdravila s protivnetnim in protirevmatičnim 
učinkom ter psihoanaleptike. Nekaj več kot polovica (59 %) bolnic z endometriozo in malo 
manj kot polovica (48 %) kontrolnih bolnic je bilo nekadilk. Šport in rekreacijo dva dni pred 
operacijo pa smo zabeležili pri 39 (34 %) bolnicah z endometriozo in 19 (20 %) kontrolnih 
bolnicah. V Tabeli 5 so prikazane ključne klinične karakteristike bolnic, vključenih v študijo. 
Primerjava kliničnih podatkov je pokazala, da je med preiskovanima skupinama kar nekaj 
kliničnih karakteristik, na osnovi katerih prihaja do značilnih razlik. Bolnice z endometriozo in 
kontrolne bolnice se razlikujejo v porazdelitvi indeksa telesne mase (p < 0,05), do razlik pa 
prihaja tudi pri dodatnih kliničnih patologijah, kot je prisotnost cist (p < 0,01), dodatnih 
patologijah, povezanih z jajcevodi (p < 0,01), in z vnetjem povezanimi patologijah (p < 0,05), 
kjer so vsa navedena stanja prisotna v večjem odstotku pri kontrolnih bolnicah (Tabela 4). Vse 
navedene klinične parametre smo primerjali še znotraj posamezne populacije in ugotovili, da 
se tudi znotraj populacije bolnice z endometriozo in kontrolne bolnice razlikujejo v posameznih 
kliničnih parametrih (Tabela 6).
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Tabela 5: Splošni klinični podatki bolnic z endometriozo in kontrolne skupine bolnic. 
 
Kontrolne bolnice;  
n = 94 
Bolnice z endometriozo;  
n = 116 
 
 Frekvenca % Frekvenca % P-vrednost§ 
Starostne skupine      
<26 let 17 18,1 17 14,7 
 
26–29,9 leta 19 20,2 22 19,0 
 
30–35,9 leta 26 27,7 49 42,2 ns 
36–40,9 leta 21 22,3 22 19,0 
 
>41 let 11 11,7 6 5,2 
 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0 
 
Kategorije indeksa telesne mase      
<18,5 3 3,2 11 9,5 
 
18,6– 24,9 59 62,8 78 67,2 
 
25–29,9 25 26,6 16 13,8 <0,05 
>30 7 7,4 11 9,5 
 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0 
 
Status kajenja     
 
Nekadilka 45 47,9 68 58,6 
 
Kadilka 31 33,0 29 25,0 
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Občasna kadilka 5 5,3 6 5,2 ns 
Bivša kadilka 12 12,8 12 10,3 
 
Manjkajoči podatki 1 1,1 1 0,9 
 
Faza menstruacijskega cikla      
Proliferativna 41 43,6 49 42,2 
 
Sekretorna 41 43,6 59 50,9 
 
Brez cikla 2 2,1 0 0 ns 
Peroralna kontracepcija 4 4,3 6 5,2 
 
Manjkajoči podatki 6 6,4 2 1,7 
 
Hormonska terapija tri mesece pred 
operativnim posegom 
     
Ne 86 91,5 104 89,7 
 
Da 8 8,5 12 10,3 ns 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0 
 
Peroralna kontracepcija tri mesece pred 
operativnim posegom 
     
Ne 83 88,3 101 87,1 
 
Da 11 11,7 15 12,9 ns 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0 
 
Uživanje zdravil v roku enega tedna pred 
operativnim posegom 
     
Ne 55 58,5 62 53,4 
 
Da 39 41,5 54 46,6 ns 
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Manjkajoči podatki 0 0 0 0 
 
Prisotnost cist      
Ne 63 67,0 102 87,9 <0,01 
Da 31 33,0 14 12,1  
Dodatne spremembe na jajcevodih      
Ne 79 84,0 113 97,4 <0,01 
Da 15 16,0 3 2,6  
Dodatne spremembe na maternici      
Ne 86 91,5 107 92,2 ns 
Da 8 8,5 9 7,8  
Prisotnost adenomioze      
Ne 92 97,9 113 97,4 ns 
Da 2 2,1 3 2,6  
Prisotnost adhezij      
Ne 80 85,1 89 76,7 ns 
Da 14 14,9 27 23,3  
Dodatne spremembe, povezane z vnetjem      
Ne 83 88,3 113 97,4 <0,05 
Da 11 11,7 3 2,6  
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Mejno maligni tumor jajčnikov      
Ne 92 97,9 116 100 ns 
Da 2 2,1 0 0  
§ Mann-Whitneyjev test za kontinuirane spremenljivke, Fisherjev test za kategorične spremenljivke 
 
Tabela 6: Splošni klinični podatki bolnic z endometriozo in kontrolne skupine bolnic, razdeljeno na posamezno državo. 
 LJUBLJANA DUNAJ 
 
Kontrolne bolnice; 
n = 47 
Bolnice z endometriozo; 
n = 78 
 
Kontrolne bolnice; 
n = 47 
Bolnice z endometriozo; 
n = 38 
 
 Frekvenca % Frekvenca % 
P-
vrednost§ 
Frekvenca % Frekvenca % 
P-
vrednost§ 
Starostne skupine           
<26 let 8 17,0 9 11,5  9 19,1 8 21,1  
26–29,9 leta 15 31,9 15 19,2  4 8,5 7 18,4  
30–35,9 leta 17 36,2 41 52,6 ns 9 19,1 8 21,1 ns 
36–40,9 leta 7 14,9 13 16,7  14 29,8 9 23,7  
>41 let 0 0 0 0  11 23,4 6 15,8  
Manjkajoči podatki 0 0 0 0  0 0 0 0  
Kategorije indeksa telesne mase           
<18,5 1 2,1 5 6,4  2 4,3 6 15,8  
18,6–24,9 32 68,1 56 71,8  27 57,4 22 57,9  
25–29,9 11 23,4 12 15,4 ~0,05 14 29,8 4 10,5 ns 
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>30 3 6,4 5 6,4  4 8,5 6 15,8  
Manjkajoči podatki 0 0 0 0  0 0 0 0  
Status kajenja           
Nekadilka 24 51,1 48 61,5  21 44,7 20 52,6  
Kadilka 14 29,8 18 23,1  17 36,2 11 28,9  
Občasna kadilka 2 4,3 4 5,1 ns 3 6,4 2 5,3 ns 
Bivša kadilka 6 12,8 7 9,0  6 12,8 5 13,2  
Manjkajoči podatki 1 2,1 1 1,3  0 0 0 0  
Faza menstruacijskega cikla           
Proliferativna 24 51,1 36 46,2  17 36,2 13 34,2  
Sekretorna 21 44,7 39 50,0  20 42,6 20 52,6  
Brez cikla 0 0 0 0 ns 2 4,3 0 0 ns 
Peroralna kontracepcija 2 4,3 3 3,8  2 4,3 3 7,9  
Manjkajoči podatki 0 0 0 0  6 12,8 2 5,3  
Hormonska terapija tri mesece pred 
operativnim posegom 
          
Ne 42 89,4 68 87,2  44 93,6 36 94,7  
Da 5 10,6 10 12,8 ns 3 6,4 2 5,3 ns 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0  0 0 0 0  
Peroralna kontracepcija tri mesece pred 
operativnim posegom 
          
Ne 44 93,6 71 91,0  39 83,0 30 78,9  
Da 3 6,4 7 9,0 ns 8 17,0 8 21,1 ns 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0  0 0 0 0  
Uživanje zdravil v roku enega tedna 
pred operativnim posegom 
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Ne 35 74,5 50 64,1  20 42,6 12 31,6  
Da 12 25,5 28 35,9 ns 27 57,4 26 68,4 ns 
Manjkajoči podatki 0 0 0 0    0 0  
Prisotnost cist           
Ne 34 72,3 70 89,7 <0,05 29 61,7 32 84,2 <0,05 
Da 13 27,7 8 10,3  18 38,3 6 15,8  
Dodatne spremembe na jajcevodih           
Ne 41 87,2 77 98,7 <0,05 38 80,6 36 94,7 ns 
Da 6 12,8 1 1,3  9 19,1 2 5,3  
Dodatne spremembe na maternici           
Ne 45 95,7 69 88,5 ns 41 87,2 38 100 <0,05 
Da 2 4,3 9 11,5  6 12,8 0 0  
Prisotnost adenomioze           
Ne 47 100 77 98,7 ns 45 95,7 36 94,7 ns 
Da 0 0 1 1,3  2 4,3 2 5,3  
Prisotnost adhezij           
Ne 34 72,3 51 65,4 ns 46 97,9 38 100 ns 
Da 13 27,7 27 34,6  1 2,1 0 0  
Dodatne spremembe, povezane z 
vnetjem 
          
Ne 40 85,1 77 98,7 <0,01 43 91,5 36 94,7 ns 
Da 7 14,9 1 1,3  4 8,5 2 5,3  
Mejno maligni tumor jajčnikov           
Ne 47 100 78 100 ns 45 95,7 38 100 ns 
Da 0 0 0 0  2 4,3 0 0  
§ Mann-Whitneyjev test za kontinuirane spremenljivke, Fisherjev test za kategorične spremenljivke 
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V prvi stopnji smo najprej s pomočjo univariatne analize primerjali koncentracije posameznih 
proteinov (Tabela 7) med bolnicami z endometriozo in kontrolno skupino bolnic. Ugotovili 
smo, da se razlike v koncentracijah vnetnih proteinov med preiskovanima skupinama statistično 
značilno ne razlikujejo (p > 0,05). Nato smo bolnice s posameznim tipom endometrioze 
primerjali s kontrolno skupino bolnic in tako identificirali 11 potencialnih biokemijskih 
označevalcev za posamezen tip endometrioze (Slika 14). Celokupno smo identificirali sedem 
možnih biokemijskih označevalcev peritonealne endometrioze (o. p. CCL21, CCL11, CCL26, 
CXCL1, CCL1, IL-6, CCL3), dva za peritonealno in ovarijsko endometriozo (o. p. CXCL11, 
CXCL12), enega za peritonealno in globoko infiltrativno endometriozo (o. p. IFN-γ) ter dva za 
vse tri oblike endometrioze (o. p. CCL15, CXCL12). V kolikor upoštevamo še korekcijo za 
multiplo testiranje se meja statistične značilnosti prestavi na vrednosti < 0,001 pri kateri pa 
razlike v koncentracijah navedenih proteinov niso več značilne, mejno statistično značilne so 
razlike v plazemskih koncentracijah CCL21, CCL1 in CCL3. 




Slika 14: Plazemske koncentracije citokinov in kemokinov (o. p. prikazano na logaritemski skali), ki so se med kontrolnimi bolnicami in bolnicami 
z različnimi oblikami endometrioze pri univariatni analizi statistično značilno razlikovali (C – kontrolne bolnice; GIE – globoko infiltrativna 
endometrioza; OE – ovarijska endometrioza; PE – peritonealna endometrioza). Rezultati koncentracij citokinov in kemokinov so prikazani na 
logaritemski skali, škatla predstavlja vrednosti med prvim in tretjim kvartilom, ki so ločena z mediano, razdalje brkov so izračunane po metodi 
Tukey, osamelci pa so prikazani s pikicami. 
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Tabela 7: Plazemske koncentracije izmerjenih citokinov in kemokinov v pg/ml. 
 Kontrolne bolnice; n = 94 Bolnice z endometriozo; n = 116 
 Mediana Povprečna vrednost ± SD Razpon Mediana Povprečna vrednost ± SD Razpon 
CCL21 4812,6 5198,8 ± 1769,4 2491,1–11051,8 4966,4 5695,7 ± 2031,5 1870,2–14517,3 
CXCL13 17,4 26,1 ± 30,8 8,1–205,4 17,9 21,6 ± 18,4 3,6–157,5 
CCL27 584,0 607,3 ± 239,3 82,8–1255,1 637,9 658,9 ± 265,2 172,7–1675,3 
CXCL5 165,1 168,4 ± 112,8 11,1–494,2 141,7 159,2 ± 108,8 6,83–440,6 
CCL11 76,0 78,2 ± 13,8 50,1–116,1 73,4 74,6 ± 13,0 46,5–104,6 
CCL24 98,4 122,2 ± 99,8 3,4–595, 3 89,9 117,7 ± 95,8 8,3–447,8 
CCL26 10,5 9,1 ± 5,2 0,1–20,9 8,9 8,3 ± 4,6 0,4–18,2 
CX3CL1 102,2 120,2 ± 83,2 56,7–695,2 99,6 108,1 ± 47,1 50,9–519,3 
CXCL6 20,0 21,3 ± 8,4 10,1–47,9 21,0 22,5 ± 9,3 8,5–59,3 
GMCSF 5,7 5,9 ± 3,7 1,0–14,5 4,3 4,9 ± 3,6 1,0–10,6 
CXCL1 149,6 155,4 ± 33,0 92,5 – 322,7 145,2 148,5 ± 30,6 92,5–276,6 
CXCL2 56,3 86,0 ± 74,1 23,5–367,9 65,4 102,1 ± 90,8 16,9–426,9 
CCL1 44,2 44,7 ± 12,0 26,8–83,0 42,7 42,6 ± 10,4 24,6–71,0 
IFN-γ 1,8 1,9 ± 0,6 1,1–5,9 1,8 1,8 ± 0,4 1,1–3,6 
IL-1β 10,3 13,4 ± 17,5 2,5–129,0 11,6 12,9 ± 13,2 1,5–143,4 
IL-2 3,5 4,1 ± 5,0 1,3–50,1 3,5 3,4 ± 1,0 1,3–5,8 
IL-4 9,0 9,4 ± 3,2 2,7–19,4 10,0 9,7 ± 3,3 0,9–16,5 
IL-6 8,1 10,1 ± 8,4 3,4–76,8 8,1 8,2 ± 2,4 3,9–15,5 
IL-8 8,9 10,3 ± 7,6 4,1–76,8 8,9 9,0 ± 2,5 3,9–19,3 
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IL-10 18,9 20,7 ± 10,4 10,1–82,0 19,9 20,4 ± 8,6 7,0–73,3 
IL-16 339,3 347,6 ± 111,7 97,9–609,3 341,7 351,4 ± 128,7 82,4–967,4 
CXCL10 26,6 32,7 ± 24,7 13,3–226,2 26,5 31,3 ± 20,7 7,8–170,7 
CXCL11 109,7 138,0 ± 122,5 12,1–1068,74 122,9 141,1 ± 79,8 44,2–657,8 
CCL22 586,5 626,9 ± 258,6 203,3–2024,0 578,6 598,9 ± 205,6 149,5–1236,6 
MIF 955,4 1398,0 ± 1550,4 167,9–10307,6 830,0 1338,4 ± 1425,3 192,9–8217,7 
CCL2 19,0 19,8 ± 7,4 3,9–47,0 17,5 18,6 ± 6,9 8,7–65,2 
CCL8 15,4 16,6 ± 8,2 3,9–72,4 15,7 15,9 ± 6,1 2,8–37,9 
CCL7 41,3 43,8 ± 11,6 29,2–103,5 39,2 41,1 ± 7,9 29,2–74,0 
CCL13 17,7 23,4 ± 15,5 5,0–103,6 18,3 21,6 ± 11,9 6,9–66,0 
TNF-α 14,2 15,1 ± 5,4 9,2–50,6 13,4 13,9 ± 2,8 6,4–23,6 
CCL17 19,4 28,3 ± 26,5 6,4–168,6 22,5 27,9 ± 19,9 3,8–115,2 
CCL25 259,0 256,2 ± 87,0 112,9–648,2 241,5 240,6 ± 69,7 112,9–545,1 
CXCL9 119,7 185,3 ± 422,9 50,6–4189,5 121,3 170,5 ± 359,2 68,9–3925,5 
CCL3 5,2 5,6 ± 2,6 3,8–29,2 4,9 5,1 ± 0,8 3,6–7,6 
CCL15 4540,9 5893,6 ± 4562,9 1259,4–26163,1 4113,2 5262,9 ± 3497,7 893,2–21597,0 
CCL20 7,6 16,4 ± 56,0 3,6–512,1 7,4 8,9 ± 5,6 4,0–54,1 
CCL19 51,7 59,3 ± 37,3 24,9–284,8 48,3 54,6 ± 24,1 20,0–167,3 
CCL23 316,9 324,8 ± 155,1 19,2–681,2 339,0 332,3 ± 150,4 9,8–827,4 
CXCL16 372,4 384,8 ± 122,3 111,6–715,4 361,4 380,2 ± 130,7 130,1–799,8 
CXCL12 1164,7 1130,0 ± 305,8 423,8–2075,7 1189,1 1174,4 ± 308,5 552,3–2882,1 
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V naslednji stopnji smo v sodelovanju z raziskovalno skupino z univerze Tartu iz Estonije z 
ustreznimi bioinformatičnimi in statističnimi pristopi nadgradili analizo in želeli zgraditi 
diagnostičen algoritem, ki bi na osnovi vseh zbranih podatkov ločeval bolnice z endometriozo 
od kontrolne skupine bolnic. Rezultati analize glavnih komponent so pokazali, da se podatki ne 
združujejo na osnovi bolezenskega stanja, temveč na osnovi posameznega poskusa (oz. šarže 
uporabljenega kompleta). Odločili smo se, da bomo rezultate podatkov, pridobljenih s kompleti 
iste šarže (n = 149; dva vzorca smo zaradi odstopanja izločili), uporabili za preiskovalni/trening 
set, ki ga bomo nato primerjali s preostalim naborom podatkov (n = 59) iz kompletov druge 
šarže. Od štirih preizkušenih načinov klasificiranja iz rezultatov preiskovalnega seta smo 
najboljši rezultat dobili s pristopom »Random Forest« (Slika 15), kjer smo identificirali šest 
diagnostično najbolj potencialnih proteinov (Slika 16). Povprečna učinkovitost navedenega 
klasificiranja (o. p. natančnost) je znašala 60 %, rezultat povprečne učinkovitosti klasificiranja, 
preračunanega na podatkih testnega seta, pa je znašal 58 % z vrednostjo površine pod krivuljo 
0,55. 
 
Slika 15: Prikaz povprečne učinkovitosti (natančnosti) glede na vrsto uporabljene 
klasifikacijske metode. 




Slika 16: Grafični prikaz primera šestih proteinov, ki so se med kontrolnimi bolnicami (K) in 
bolnicami z endometriozo (E) na osnovi klasifikacije »Random Forest« najbolj razlikovali. 
S pristopom tako imenovane tehnike navzkrižne validacije (angl. nested cross-validation) smo 
na celokupnih podatkih preverili, nabor kolikšnega števila proteinov bi imel najbolj optimalne 
želene diagnostične karakteristike (o. p. visoko občutljivost, specifičnost in površino pod 
krivuljo). Na Sliki 17 so prikazani rezultati rekurzivne eliminacijske metode (angl. recursive 
feature elimination method), ki prikazujejo, da bi imel nabor treh proteinov najvišjo vrednost 
občutljivosti (40 %), specifičnosti (65 %) in površine pod krivuljo (0,611). Ugotovili smo, da 
ni sistematičnega oz. doslednega nabora teh proteinov (o. p. dokončna identifikacija proteinov 
ni mogoča), prav tako pa se nabori teh treh proteinov niso prekrivali s sklopom proteinov, ki 
smo jih identificirali v prvem delu.  





Slika 17: Rezultati modeliranja s pomočjo rekurzivne eliminacijske metode (angl. recursive 
feature elimination method). 
Ob vključitvi kliničnih podatkov v analizo smo prav tako s pomočjo klasificiranja »Random 
Forest« najprej preverili, kateri klinični podatki so najbolj pomembni, in te potem vključili v 
nadaljnjo analizo (Slika 18), prav tako pa smo vključili tudi vsa razmerja proteinov. Rezultati 
dodatne statistične analize so pokazali, da se diagnostična moč preiskovanih proteinov ali 
razmerij proteinov ob vključitvi kliničnih podatkov ne izboljša. Diagnostičnega algoritma, ki 
bi tako ločeval kontrolne bolnice od bolnic z različnimi oblikami endometrioze ali bolnice s 
posamezno obliko endometrioze, nismo mogli postaviti. 
 
Slika 18: Prikaz ključnih kliničnih parametrov, ki smo jih vključili v statistično modeliranje. 
5.2.4  RAZPRAVA 
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Endometrioza je pogosta ginekološka bolezen, kjer se endometriji podobno tkivo razraste zunaj 
maternične votline. Med drugim je okarakterizirana tudi kot kronična vnetna bolezen, pri kateri 
biokemijskih označevalcev z zadostno specifičnostjo in občutljivostjo ne poznamo (Rižner, 
2014). Pomemben del patogeneze endometrioze tako predstavlja vnetje, kompleksen proces, ki 
ga uravnavajo citokini, raznolika skupina proteinov s ključno vlogo pri uravnavanju 
proliferacije, aktivacije, adhezije, kemotakse in morfogeneze celic. V skupino citokinov 
spadajo rastni faktorji, interferoni, interlevkini (IL) in kemokini (Riccio in sod., 2018; Khan, 
2016). Kemokini so skupina majhnih provnetnih polipeptidov (8–10 kDa) oz. signalnih 
proteinov, ki inducirajo kemotakso in so udeleženi pri imunskem odzivu. Na osnovi razdalje 
med prvima dvema cisteinskima ostankoma delimo kemokine v štiri skupine, in sicer C (γ 
kemokini), CC (β kemokini), CXC (α kemokini) in CX3C (d kemokini). Skupina kemokinov 
CXC pa se glede na prisotnost/odsotnost motiva ELR (glutaminska kislina-leucin-arginin) 
razdeli še na dve podskupini (Luster, 1998). Ker se citokini sproščajo v krvni obtok, lahko 
njihovo koncentracijo v plazmi ali serumu tudi določimo/izmerimo ter proučimo njihov 
potencial za neinvazivno diagnostiko endometrioze. Citokine in kemokine kot potencialne 
biokemijske označevalce so največkrat preiskovali v krvi in/ali peritonealni tekočini. Poleg 
posameznih citokinov so raziskovalci proučevali tudi nabore različnih citokinov skupaj z 
drugimi proteini, izsledki študij pa so si različni ali celo nasprotujoči (Borrelli in sod., 2014; 
Rižner, 2014; May in sod., 2011).  
Rezultate univariatne analize, v kateri smo identificirali potencialne biokemijske označevalce 
za posamezen tip endometrioze (Slika 14), smo nato primerjali s predhodnimi objavami. Pri 
endometriozi so do sedaj največkrat proučevali IL-6 in IFN-γ, ki sta vključena v aktivacijo in 
diferenciacijo vnetnih celic in sta povezana tudi s patogenezo endometrioze (S. Li in sod., 2017; 
Tanaka in sod., 2014; Kitawaki in sod., 2004; Chiang in Hill, 1997). Rezultati študij so pokazali, 
da so koncentracije IL-6 in/ali IFN-γ lahko povišane, znižane ali nespremenjene v peritonealni 
tekočini in/ali krvi bolnic z endometriozo (Singh in sod., 2016; Borrelli in sod., 2014; Rižner, 
2014; Barcz in sod., 2012; Mier-Cabrera in sod., 2011; May in sod., 2010; Podgaec in sod., 
2010; Hassa in sod., 2009; Milewski in sod., 2008; Othman Eel in sod., 2008; Yamamoto in 
sod., 2008; Podgaec in sod., 2007; Matalliotakis in sod., 2003; Wu in Ho, 2003), v naši študiji 
pa so bile plazemske koncentracije IL-6 pri bolnicah s peritonealno endometriozo in IFN-γ pri 
bolnicah globoko infiltrativno endometriozo znižane, kar je skladno z nekaterimi od navedenih 
študij. D'Hooghe in sodelavci so ugotovili, da se koncentracije IFN-γ v krvi in peritonealni 
tekočini bolnic z globoko infiltrativno endometriozo v primerjavi z ostalimi oblikami 
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endometrioze ne razlikujejo, medtem ko so Monsato in sodelavci ugotovili, da je v evtopičnem 
endometrijskem tkivu pri bolnicah z endometriozo koncentracija IFN-γ povišana pri zgodnjem 
stadiju bolezni (Monsanto in sod., 2016; D'Hooghe in sod., 2001). V naši študiji so bile 
koncentracije IFN-γ pri bolnicah z nižjim stadijem bolezni (o. p. stadij I ali II) višje v primerjavi 
z bolnicami z višjim stadijem (o. p. stadij III ali IV) vendar razlike niso bile statistično značilne. 
Vlogo CX3CL1 pri endometriozi so že proučevali tudi v številnih študijah. Wang in sodelavci 
so s pomočjo qRT-PCR povezali znižano izražanje miR-195 v ektopičnih in eutopičnih 
endometrijskih stromalnih celicah bolnic z endometriozo s povišanim izražanjem CX3CL1, kar 
ima lahko za posledico zmanjšano inhibicijo proliferacije ali indukcije apoptoze v teh celicah 
ter poveča implantacijo celic v peritonealni votlini (Wang in sod., 2013). V kasnejši študiji so 
pokazali, da so koncentracije CX3CL1 povišane tako v endometrijskih stomalnih celicah kot 
tudi v peritonealni tekočini bolnic z endometriozo (Wang in sod., 2014). Njihovi rezultati so v 
skladu z objavljenimi študijami, kjer so prav tako poročali o povišanem izražanju CX3CL1 pri 
endometriozi (Hou in sod., 2016; Bellelis in sod., 2013; Chand in sod., 2007). Višje 
koncentracije CX3CL1 naj bi tako vodile v nastanek in napredovanje endometrioze prek 
delovanja na makrofage in vpliva na signalne poti, kar ima za posledico povečanje invazivnosti 
endometrijskih stromalnih celic na ektopičnih mestih. Povišanje koncentracij CX3CL1 v 
peritonealni tekočini bolnic z endometriozo so povezali tudi z napredovanjem bolezni (Hou in 
sod., 2016; Wang in sod., 2014), medtem ko so nekateri poročali tudi o nespremenjenih 
koncentracijah v peritonealni tekočini in serumu ter celo znižanih koncentracijah CX3CL1 v 
peritonealni tekočini (Rakhila in sod., 2016; Shimoya in sod., 2005). Rezultati naše študije so 
pokazali, da so koncentracije CXCL3 pri bolnicah s peritonealno endometriozo znižane, kar bi 
lahko bila posledica povišanih koncentracij CXCL3 v samem ektopičnem endometriju, ki se 
nato odraža v znižanih plazemskih koncentracijah. O spremenjenem izražanju citokinov (o. p. 
povišanem ali znižanem) v evtopičnem endometriju bolnic z endometriozo so poročali tudi v 
primerih CCL21, CCL15, CXCL11, vendar s precej nepojasnjeno vlogo pri endometriozi 
(Bellelis in sod., 2013; Chand in sod., 2007). Povišano izražanje CCL11, ki ima ključno 
biološko vlogo pri spodbudi kemotakse eozinofilcev, so opisali tudi pri endometriozi, s 
hkratnim povišanjem koncentracij v peritonealni tekočini, ki prav tako korelira z 
napredovanjem bolezni (Hornung in sod., 2000). Z dodatnimi študijami pa so raziskovalci 
povezali povišano izražanje in delovanje CCL11 s spodbujeno angiogenezo, ki je ključna pri 
napredovanju endometrioze (Ouyang in sod., 2010; Salcedo in sod., 2001). Podobno kot pri 
CXCL3 smo tudi pri CCL11 ugotovili znižane plazemske koncentracije pri bolnicah s 
peritonealno endometriozo v primerjavi s kontrolno skupino bolnic. Med bolj proučevane 
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citokine pa spada CXCL12, ki po vezavi na receptor (o. p. CXCR4) poveča celično 
proliferacijo, migracijo in invazijo endometriotičnih celic, vpliva pa tudi na samo angiogenezo 
(F. Li in sod., 2018; Ruiz in sod., 2018). Rezultati študij so pokazali, da je CXCL12 in/ali 
CXCR4 povišano izražen v endometriotičnih lezijah ali ektopičnem endometriju (Moridi in 
sod., 2017; Leconte in sod., 2014; X. Shi in sod., 2014; Ruiz in sod., 2010; Chand in sod., 
2007), CXCR4 protein je povišan pri endometriozi (Ruiz in sod., 2010; Furuya in sod., 2007), 
povišane koncentracije CXCL12 pa so prisotne v serumu (F. Li in sod., 2018) in/ali peritonealni 
tekočini bolnic z endometriozo ter v endometriotičnih lezijah (Ruiz in sod., 2018; Leconte in 
sod., 2014; Bellelis in sod., 2013; Furuya in sod., 2007), medtem ko so bile v naši študiji 
plazemske koncentracije CXCL12 pri bolnicah s peritonealno in ovarijsko endometriozo v 
primerjavi s kontrolno skupino bolnic povišane, pri bolnicah z dodano globoko infiltrativno 
endometriozo pa znižane. Vlogo CCL1 in njegovega receptorja (o. p. CCR8) pri patogenezi 
endometrioze pa so do sedaj proučevali zgolj v eni študiji (Y. L. Shi in sod., 2007), medtem ko 
študij, ki bi povezovale CCL3, CCL15, CCL26 z endometriozo in/ali proučevale njihovo vlogo 
pri etiologiji endometriozi, nismo našli. Rezultati naših študij se v primerjavi z večino ostalih 
navedenih študij ne skladajo, vendar smo primerjali s študijami, kjer so navedene potencialne 
biokemijske označevalce endometrioze proučevali na tkivu in/ali v peritonealni tekočini, 
medtem ko študij s podanimi plazemskimi koncentracijami in identifikacijo navedenih 
proteinov kot novih potencialnih biokemijskih označevalcev nismo našli. Razlike v izsledkih 
študij pa so med drugim lahko tudi posledica razlik v metodologiji, zbiranju, procesiranju in 
skladiščenju bioloških vzorcev, zasnovi študije, statistični analizi, naboru bolnic z 
endometriozo ter vrsti primerjalne skupine kontrolnih bolnic. Študija, ki so jo izvedli Rocha in 
sodelavci predstavlja optimalno zasnovano študijo iskanja biokemijskih označevalcev 
endometrioze (Rocha in sod., 2016). Vse preiskovanke so imele simptome, značilne za 
endometriozo (o. p. kronične bolečine v medenici in/ali neplodnost in/ali izvid ultrazvoka, ki 
kaže na potencialno prisotnost endometriomov), in so bile po koncu operacije in histološki 
analizi tkiva razdeljene v skupino bolnic z endometriozo (n = 44) ter kontrolno skupino bolnic 
z drugimi benignimi ginekološkimi obolenji (n = 31). Njihova študija je vsebovala optimalen 
nabor bolnic (o. p. simptomatske bolnice s simptomi in klinično sliko endometrioze) in tako 
predstavlja enega optimalnih primerov, kjer bi lahko ginekologi s pomočjo biokemijskih 
označevalcev sprejeli klinično odločitev. S pomočjo pretočne citometrije in s komercialno 
dostopnim kompletom so v 75 vzorcih plazme hkrati določili koncentracije sedmih različnih 
citokinov (o. p. IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, CCL2, CXCL10, CCL11). Rezultati študije pa so 
pokazali, da s pomočjo nabora preiskovanih citokinov ni bilo mogoče napovedati prisotnosti 
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endometrioze v skupini simptomatskih bolnic. Nedavno so v raziskovalni skupini dr. 
Fassbender naredili sistematski pregled uporabe visokozmogljivih metod (o. p. »multiplex«) na 
področju iskanja biokemijskih označevalcev endometrioze (O in sod., 2017). Ugotovili so, da 
je večina študij s pristopi tehnologije »multiplex« proučevala in identificirala možne 
biokemijske označevalce endometrioze predvsem v peritonealni tekočini (Borrelli in sod., 
2015; Kocbek in sod., 2015; Beste in sod., 2014; Wickiewicz in sod., 2013; Bersinger in sod., 
2012; Mier-Cabrera in sod., 2011; Podgaec in sod., 2007), ki sicer predstavlja semiinvazivno 
metodo odvzema vzorca, vendar pa gre za najbolj reprezentativen vzorec, ki je odraz vnetnih 
sprememb, povezanih s patogenezo endometrioze (Rižner, 2015). Na podlagi literature in 
navedenih študij sklepamo, da imajo citokini in kemokini v peritonealni tekočini večji 
diagnostični potencial v primerjavi s plazmo ali serumom. 
5.2.5 ZAKLJUČEK 
V tej študiji smo preverili diagnostičen potencial plazemskih koncentracij 40 citokinov in 
kemokinov pri bolnicah z endometriozo in kontrolni skupini bolnic iz dveh medicinskih 
centrov. Na ta način smo lahko zajeli več nacionalnosti (slovensko, avstrijsko, srbsko, 
bosansko, makedonsko, hrvaško, turško, italijansko, rusko ...), kar naj bi pripomoglo k splošni 
uporabnosti rezultatov. Poznamo sicer več študij, ki povezujejo vnetje z razvojem in 
napredovanjem endometrioze, kakor tudi študije, pri katerih so preverjali koncentracije 
citokinov in kemokinov pri bolnicah z endometriozo, pa vendar so si izsledki nasprotujoči. V 
našem primeru na podlagi rezultatov o koncentracijah vnetnih proteinov, zbranih kliničnih 
podatkov in z ustrezno nadgrajeno statistično analizo nismo mogli postaviti diagnostičnega 
algoritma, ki bi bolnice z endometriozo uspešno ločeval od kontrolne skupine bolnic. Pri 
postavitvi diagnostičnega modela za endometriozo in prenosa v klinično prakso bodo tako 
potrebni multidisciplinarnimi pristopi tarčnih in netarčnih »omik« v povezavi z ustreznimi 
statističnimi in bioinformatskimi pristopi, katerim bodo sledile ustrezne validacijske študije. 
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5.3  Fosfatidilholini kot možni biokemijski označevalci endometrioze 
 
5.3.1  KRATEK UVOD 
Endometrioza je pogosta benigna ginekološka bolezen, povezana z neznano patogenezo in 
invazivno kirurško diagnostiko (Giudice in Kao, 2004). V zadnjih letih smo bili priča velikemu 
napredku pri iskanju novih molekularnih označevalcev endometrioze s tako imenovanimi 
»omskimi« pristopi in nadaljnjo statistično analizo oz. modeliranjem. Kljub temu da je bilo 
identificiranih preko 100 možnih biokemijskih označevalcev, zaradi slabe občutljivosti in 
specifičnosti med njimi niso našli označevalca ali nabora označevalcev, ki bi bil primeren za 
klinično uporabo in bi tako omogočal neinvazivno diagnostiko (Rižner, 2014; May in sod., 
2011). Metabolomika se nanaša na sistematično identifikacijo in kvantifikacijo metabolitov v 
biološkem sistemu in tako lahko odraža patofiziološke procese, ki potekajo v danem trenutku 
(Villas-Boas in sod., 2005; Nicholson in sod., 2002). V naši raziskovalni skupini smo 
metabolite kot potencialne biokemijske označevalce ovarijske endometrioze identificirali tako 
v peritonealni tekočini kot tudi v plazmi (Vouk in sod., 2016; Vouk in sod., 2012). V sklopu 
sedanje študije smo želeli na večjem številu vzorcev plazme primerjati metabolom oziroma 
»lipidomom« bolnic z različnimi oblikami endometrioze z metabolomom kontrolne skupine 
preiskovank. Na osnovi rezultatov smo želeli postaviti diagnostičen algoritem, ki bi z dovolj 
visoko specifičnostjo in občutljivostjo ločeval bolnice z različnimi oblikami endometrioze od 
kontrolnih bolnic. 
5.3.2  EKSPERIMENTALNI DEL 
Preiskovanke in klinični vzorci 
V prospektivno študijo smo vključili preiskovanke, ki so bile med letoma 2009 in 2016 sprejete 
na Ginekološko kliniko Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani ali na Ginekološko 
kliniko Medicinske univerze na Dunaju zaradi simptomov, značilnih za endometriozo (tj. 
bolečine in/ali neplodnost), ter bolnice z miomi, cistami ali podobnimi benignimi ginekološkimi 
patologijami, zaradi katerih so bile napotene na laparoskopijo ali laparotomijo. Bolnicam smo 
pred operacijo odvzeli kri, zbrali osebne podatke in po končanem operativnem postopku 
dopolnili dokumentacijo še s kliničnimi podatki. Zbiranje, obdelava in shranjevanje bioloških 
vzorcev je potekalo po definiranem standardnem postopku, ki je natančno opisan v poglavju 
4.1.2. 
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Tekočinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo 
Določanje metabolitov je potekalo v sodelovanju z raziskovalno skupino prof. dr. Jerzy 
Adamskega (Helmholtz Zentrum München, Institute of Experimental Genetics, Genome 
Analysis Centre, Nueherberg, Nemčija) z uporabo tekočinske kromatografije in sklopljene 
masne spektrometrije z ionizacijo z elektrorazprševanjem in uporabo komercialno dostopnega 
kompleta AbsoluteIDQ™, ki omogoča hkratno kvantifikacijo 188 različnih metabolitov. 
Vzorce plazme smo na sobni temperaturi odtalili, premešali na vibracijskem mešalniku, 
centrifugirali pri 2750 × g 5 minut pri 4 °C in 10 µL plazme uporabili za določanje celotnega 
nabora metabolitov. Podrobnejši opis uporabljene metodologije je naveden v poglavju 4.2.3. 
Nabor metabolitov 
Nabor 188 metabolitov vključuje 40 acilkarnitinov (AC), 21 aminokislin (19 proteogenih, 
citrulin, ornitin), 21 biogenih aminov, 14 lizofosfatidilholinov (lysoPC), 38 fosfatidilholinov z 
diacilno skupino (PC aa) in 38 z acil-alkilno skupino (PC ae) v stranski verigi, 15 sfingolipidov 
in vsoto heksoz (Slika 19). Natančnejši opis metabolitov in nomenklatura sta zajeta v poglavju 
4.2.3 in v predhodnih študijah skupine prof. Adamskega (Romisch-Margl in sod., 2012; Illig in 
sod., 2010). 
 
Slika 19: Strukturne formule skupin metabolitov, ki so bile vključene v študijo (X – število 
atomov C; Y – število dvojnih vezi v stranski verigi). 




Izvedli smo deskriptivno analizo kliničnih podatkov, in sicer indeksa telesne mase (ITM), 
starosti, faze menstruacijskega cikla, uporabe kontracepcije in / ali hormonske terapije tri 
mesece pred operativnim posegom, dodatnih patoloških stanj, ki so bila ugotovljena med 
operativnim postopkom, statusa kajenja in zaužitih zdravil. 
Meritve metabolitov so potekale na štirih mikrotitrskih ploščicah s 96 vdolbinicami, kjer smo 
v 286 vzorcih plazme izmerili koncentracije 188 različnih metabolitov. Lokacija posameznih 
vzorcev na mikrotitrskih ploščicah je bila izbrana naključno. Za vsako ploščico smo uporabili 
tudi referenčne plazemske vzorce za določitev variabilnosti znotraj posamezne ploščice ter med 
posameznimi ploščicami. Na osnovi referenčnih plazemskih vzorcev smo izračunali koeficiente 
variacije in na podlagi teh identificirali metabolite z visokim odstopanjem med meritvami 
referenčnih vzorcev. Vrednosti koncentracij pod mejo detekcije smo nadomestili z vrednostjo 
meje detekcije. Pred nadaljno analizo smo izločili metabolite pri katerih je bila večina vrednosti 
koncentracij pod mejo detekcije ali pa je bil koeficient variacije, izračunan na osnovi 
referenčnih plazemskih vzorcev, večji od 0,25. Na osnovi preostalih metabolitov smo sestavili 
še dodatne metabolne spremenljivke, ki so predstavljale razmerja teh posameznih metabolitov 
([n2-n]/2 razmerja metabolitov za n število metabolitov). Dodatne spremenljivke, ki smo jih 
sestavili, so vključevale še vsoto kratkih, srednjedolgih in dolgoverižnih acilkarnitinov, 
lizofosfatidilholinov, diacil fosfatidilholinov, acil-alkil fosfatidilholinov, fosfatidilholinov, 
hidroksisfingomielinov, sfingomielinov, aminokislin in vsoto posameznih aminokislin, ki 
imajo skupno prekurzorsko molekulo (o. p. aminokisline iz alfa-keto glutarata ali 3-
fosfoglicerata) ali spadajo v isto skupino (o. p. esencialne aminokisline, aminokisline v ciklu 
uree). Za oceno normalnosti porazdelitve koncentracij metabolitov smo uporabili Shapiro-
Wilkov test. Ker je bila večina metabolitov in metabolnih spremenljivk nenormalno 
porazdeljenih smo pri nadaljnji analizi navedene spremenljivke naravno logaritmirali. Za oceno 
jakosti povezave med bolezenskim statusom in metabolnimi spremenljivkami smo uporabili 
razmerja obetov.  
Izbor metabolnih spremenljivk 
Skupno smo preverili 9091 metabolnih spremenljivk, od katerih pa smo jih za nadaljno analizo 
uparabili le majše število. Predizbor spremenljivk je potekal na podlagi metode naključnega 
ponovnega izbora preiskovank »bootstrapping« (angl.), s katero smo 500–krat naključno 
ponovno izbrali 70 % naših preiskovank in izvedli logistično regresijo za vsako posamezno 
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metabolno spremenljivko. Pri vsakem naključnem izboru preiskovank je bilo razmerje med 
bolnicami z endometriozo in kontrolnimi bolnicami ohranjeno. Ožji izbor metabolnih 
spremenljivk smo omejili na spremenljivke, pri katerih je bila p-vrednost pod mejo 
signifikantnosti v vsaj pri 70 % od 500 naključno ponovno izbranih setov podatkov. Ta omejeni 
izbor spremenljivk smo nato preverili v »trening setu«, kjer je bilo naključno izbranih 50 % 
vseh preiskovank (o. p. 27 preiskovank iz izbrane skupine kontrolnih bolnic ali 56 vseh 
kontrolnih preiskovank ter 83 bolnic z endometriozo) in nato potrdili na drugem tako 
imenovanem »testnem setu«, ki pa je vključeval preostalih 50 % preiskovank (o. p. preostalih 
27 preiskovank iz izbrane skupine kontrolnih bolnic ali 56 vseh preostalih kontrolnih 
preiskovank ter 83 preostalih bolnic z endometriozo; angl. statistical approach using training 
and testing set). Indeks telesne mase (ITM), starost, fazo menstruacijskega cikla in nekatera od 
dodatnih patoloških stanj (pojav cist, adhezij, patologije jajcevodov in maternice) smo v 
procesu optimizacije modela tudi vključili v regresijski model z namenom preverjanja 
njihovega sovpliva na metabolne sporemenljivke. Klinično spremenljivko smo dodali v 
regresijski model le, če je to izboljšalo karakteristike modela po Akaike informacijskih kriterijih 
(AIC, angl. Akaike Information Criteria). 
Razlike v koncentracijah metabolitov smo pogledali tudi med posamezenimi tipi endometrioze 
(o. p. ovarijska, peritonealna, globoko infiltrativna brez ali v kombinaciji s peritonealno ali 
ovarijsko) in tudi med različnimi stadiji endometrioze (o. p. minimalna in blaga ter zmerna in 
huda oblika). Tudi v teh primerih smo izvedli predizbor metabolnih spremenljivk, kot je to že 
opisano zgoraj. Razlika je bila v tem, da smo pri peritonealni in globoki endometriozi ožji izbor 
omejili na metabolne spremenljivke, pri katerihje bila p-vrednost pod mejo signifikantnosti v 
vsaj 80 %, za ovarijsko endometriozo in stadij bolezni pa le v okrog 20 % od 500 naključno 
ponovno izbranih setov podatkov. 
V fazi odkrivanja metabolnih označevalcev, rezultatov nismo korigirali za multiplo testiranje,  
smo pa mejo za statistično značilno postavili nižje od običajne 0,05. Ničelna hipoteza razmerje 
obetov spremenljivke je enako 1, je bila tako zavržena pri p < 0,01. Če bi upoštevali multiplo 
testiranje po metodi Holm-Bonferroni, bi morali upoštevati 14 metabolnih poti. V tem primeru 
bi lahko ničelno hipotezo zavrnili pri p < 0,000714. Pri delu smo uporabili program Microsoft 
Excel 2003, za statistične izračune pa programa R in R Studio skupaj z paketom Epicalc 
(Epicalc, 2010). 
5.3.3  REZULTATI 
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Na osnovi kliničnih podatkov smo iz študije izključili štiri bolnice zaradi preklicane operacije, 
pri treh bolnicah nismo poznali končnega kliničnega izzida, ena bolnica pa je imela metastaze 
tumorja jajčnikov. Celokupno smo tako v študijo vključili 166 bolnic z različnimi oblikami 
endometrioze in 112 kontrolnih bolnic.  
Izbrana skupina kontrolnih bolnic in bolnice z endometriozo 
Pri postavitvi diagnostičnega modela, ki bi ločeval bolnice z endometriozo od kontrolne 
skupine bolnic s simptomi, značilnimi za endometriozo, smo se na osnovi priporočil, ki so jih 
objavili v raziskovalni skupini prof. dr. Kennedyja (Zondervan in sod., 2002), odločili za 
dodaten izbor kontrolnih bolnic. Tako smo vse bolnice z endometriozo (n = 166) primerjali s 
skupino bolnic, ki so bile napotene na laparoskopijo ali laparotomijo zaradi neplodnosti in/ali 
bolečine (n = 54), vendar niso imele endometrioze. Kontrolne bolnice in bolnice z endometriozo 
so bile povprečno stare 32 ± 6 let (z razponom med 18,1 in 41,0 leti za kontrolne bolnice ter 
19,9–50,5 leta za bolnice z endometriozo). Kontrolne bolnice so imele povprečen ITM 24 ± 4 
kg/m2 (razpon 18,0–37,0 kg/m2), bolnice z endometriozo pa 23 ±5 kg/m2 (razpon 16,9–50,1 
kg/m2). Razlike v starosti med kontrolnimi bolnicami in bolnicami z endometriozo niso bile 
statistično značilne, medtem ko je bila razlika v porazdelitvi ITM-ja mejno statistično značilna 
(p = 0,04). Večina (n = 28; 52 %) kontrolnih bolnic je bila v času operacije v sekretorni fazi 
menstruacijskega cikla, 21 (39 %) v proliferativni fazi, dve bolnici sta v tem obdobju jemali 
peroralno kontracepcijo, za tri bolnice pa nam podatek o fazi menstrucijskega cikla 
primanjkuje. Pri bolnicah z endometriozo je bila večina bolnic (n = 88; 53 %) v proliferativni 
fazi menstruacijskega cikla, 67 (40 %) bolnic je bilo v sekretorni fazi, ena bolnica je bila brez 
cikla, šest jih je prejemalo peroralno kontracepcijo, za štiri bolnice pa nam podatek primanjkuje. 
Razlike v fazi menstruacijskega cikla med kontrolnimi bolnicami in bolnicami z endometriozo 
niso statistično značilne, mejno statistično značilna razlika pa je bila prisotna pri statusu kajenja. 
V Tabeli 8 so prikazani klinični podatki za obe skupini bolnic in pripadajoče p vrednosti, ki 
kažejo na to, da imamo na osnovi zbranih kliničnih podatkov skupini relativno dobro 
uravnoteženi. Glede na vrsto endometrioze prevladuje peritonealna endometrioza, sama in v 
kombinaciji z drugimi oblikami endometrioze. Celokupno je imelo 42 bolnic (25 %) 
peritonealno endometriozo, 39 bolnic (2 4%) je imelo peritonealno endometriozo skupaj z 
ovarijsko, 9 bolnic (5 %) je imelo peritonealno in globoko infiltrativno endometriozo in 18 
bolnic (11 %) je imelo vse tri oblike endometrioze. Ovarijska endometrioza je bila prisotna pri 
32 bolnicah (19 %), globoko infiltrativna pri 9 bolnicah (5 %), kombinacija ovarijske in globoko 
infiltrativne pri 16 bolnicah (10%), za eno bolnico pa nam podatek o vrsti endometrioze 
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primanjkuje. Glede na obseg endometrioze, ki smo ga opredelili na osnovi revidirane lestvice 
ameriškega združenja za reproduktivno medicino (rASRM) je imelo 80 bolnic minimalno do 
blago obliko (stadij I ali II) endometrioze, 80 pa zmerno do hudo obliko (stadij III do IV) 
endometrioze, za 6 bolnic pa nam podatek o stadiju primanjkuje.
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Tabela 8: Klinični podatki kontrolnih bolnic in bolnic z endometriozo, ki so bile vključene v študijo. 
 
Izbrana skupina kontrolnih bolnic;  
n = 54 
Vse kontrolne bolnice;  
n = 112 
Bolnice z endometriozo;  
n = 166 
  





Starostne skupine         
<26 let 9 16,7 21 18,8 23 13,9 
  
26–29,9 leta 12 22,2 17 15,2 42 25,3 
  
30–35,9 leta 19 35,2 28 25,0 56 33,7 ns 0,04 
36–40,9 leta 13 24,1 25 22,3 29 17,5 
  
>41 let 1 1,9 21 18,8 15 9,0 
  
Manjkajoči podatki 0 0 0 0 1 0,6 
  
Kategorije ITM         
<18,5 3 5,6 5 4,5 12 7,2 
  
18,6–24,9 32 59,3 67 59,8 120 72,3 
  
25–29,9 14 25,9 27 24,1 19 11,4 0,04 0,004 
>30 5 9,3 12 10,7 13 7,8 
  
Manjkajoči podatki 0 0 1 0,9 2 1,2 
  
Etnično poreklo         
Slovensko 19 35,2 40 35,7 94 56,6 
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Avstrijsko 8 14,8 24 21,4 17 10,2 ns ns 
Mešano 20 37,0 9 8,0 16 9,6 
  
Tuje 6 11,1 38 33,9 36 21,7   
Manjkajoči podatki 1 1,9 1 0,9 3 1,8   
Status kajenja       
  
Nekadilka 20 37,0 52 46,4 99 59,6 
  
Kadilka 22 40,7 41 36,6 46 27,7 
  
Občasna kadilka 1 1,9 4 3,6 5 3,0 0,01 ns 
Bivša kadilka 10 18,5 13 11,6 13 7,8 
  
Manjkajoči podatki 1 1,9 2 1,8 3 1,8 
  
Faza menstruacijskega cikla         
Proliferativna 21 38,9 48 42,9 88 53,0 
  
Sekretorna 28 51,9 42 37,5 67 40,4 
  
Brez cikla 1 1,9 4 3,6 1 0,6 ns ns 
Peroralna kontracepcija 2 3,7 6 5,4 6 3,6 
  
Manjkajoči podatki 2 3,7 12 10,7 4 2,4 
  
Hormonska terapija tri mesece 
pred operativnim posegom 
        
Ne 46 85,2 98 87,5 143 86,1 
  
Da 8 14,8 12 10,7 21 12,7 ns ns 
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Manjkajoči podatki 0 0 2 1,8 2 1,2 
  
Peroralna kontracepcija tri mesece 
pred operativnim posegom 
        
Ne 45 83,3 89 79,5 118 71,1 
  
Da 9 16,7 21 18,8 46 27,7 ns ns 
Manjkajoči podatki 0 0 2 1,8 2 1,2 
  
Uživanje zdravil v roku enega 
tedna pred operativnim posegom 
        
Ne 31 57,4 54 48,2 90 54,2 
  
Da 23 42,6 56 50,0 74 44,6 ns ns 
Manjkajoči podatki 0 0 2 1,8 2 1,2 
  
Prisotnost cist         
Ne 42 77,8 66 58,9 146 88,0 ns <0,01 
Da 12 22,2 46 41,1 20 12,0   
Dodatne spremembe na jajcevodih         
Ne 48 88,9 98 87,5 159 95,8 ns <0,05 
Da 6 11,1 14 12,5 7 4,2   
Dodatne spremembe na maternici         
Ne 50 92,6 102 91,1 152 91,6 ns ns 
Da 4 7,4 10 8,9 14 8,4   
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Prisotnost adenomioze         
Ne 52 96,3 110 98,2 161 97,0 ns ns 
Da 2 3,7 2 1,8 5 3,0   
Prisotnost adhezij         
Ne 46 85,2 97 86,6 105 63,3 <0,01 <0,01 
Da 8 14,8 15 13,4 61 36,7   
Dodatne spremembe, povezane z 
vnetjem 
        
Ne 45 83,3 98 87,5 162 97,6 <0,01 <0,01 
Da 9 16,7 14 12,5 4 2,4   
Mejno maligni tumor jajčnikov         
Ne 54 100 110 98,2 165 99,4 ns ns 
Da 0 0 2 1,8 1 0,6   
¥izbrana skupina kontrolnih bolnic vs. bolnice z endometriozo 
§vse kontrolne bolnice vs. bolnice z endometriozo 
*Mann-Whitney-jev test za kontinuirane spremenljivke, Fisherjev test za kategorične spremenljivke 
ITM – indeks telesne mase 
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Rezultati analize metabolitov in metabolnih spremenljivk so pokazali, da je med preiskovalnima 
skupinama 14 metabolnih razmerij statistično značilno spremenjenih v trening setu, vendar le 1 od 
teh tudi v testnem setu (p < 0,01; Tabela 9).  
Tabela 9: Metabolne spremenljivke, ki so se statistično značilno razlikovale med bolnicami z 
endometriozo in bolnicami izbrane kontrolne skupine. 
 Metabolna 
spremenljivka* 
Signifikantno različne v 
“trening setu” 
Signifikantno različne v 
“testnem setu” 
1 lysoPC a 1 / PC aa 1 Da Ne 
2 lysoPC a 2 / PC aa 1 Da Ne 
3 PC aa 1 / PC ae 1 Da Ne 
4 PC aa 1 / PC ae 2 Da Ne 
5 PC aa 1 / PC ae 3 Da Ne 
6 PC aa 1 / PC ae 4 Da Ne 
7 PC aa 1 / SM 1 Da Ne 
8 PC aa 2 / PC aa 3 Da Ne 
9 PC aa 4 / PC aa 5 Da Ne 
10 PC aa 4 / PC aa 6 Da Ne 
11 PC aa 4 / PC ae 5 Da Ne 
12 PC aa 4 / PC ae 6 Da Da 
13 PC aa 7 / PC aa 8 Da Ne 
14 PC aa 8 / PC ae 6 Da Ne 
*lysoPC – lizofosfatidilholin; PC – fosfatidilholin; a – acil; aa – diacil; ae – acil-alkil 
Na podlagi rezultatov koncentracij metabolitov in pridobljenih kliničnih podatkov smo izbrali 
diagnostični model, ki vključuje razmerje koncentracij dveh metabolitov. V tem primeru nobena 
od kliničnih spremenljivk ni izboljšala modela. Diagnostične karakteristike modela so podane v 
Tabeli 10 in predstavljene na Sliki 20, algoritem predlaganega modela na podlagi »celokupnega 
seta« pa je predstavljen spodaj.  
Ln (razmerje obetov) = 1,3169 -1,9367* ln (PC aa 4 / PC ae 6) 
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Tabela 10: Karakteristike predlaganega diagnostičnega modela za ločevanje bolnic z 
endometriozo od bolnic izbrane kontrolne skupine. 
»Trening set«  
(50 % bolnic) 
»Testni set«  
(50 % preostalih bolnic) 
»Celokupni set«  
(vse bolnice) 
PNV§ 86,0 % PNV§ 86,5 % PNV§ 86,5 % 
NNV¥ 35,8 % NNV¥ 34,5 % NNV¥ 34,5 % 
Občutljivost 59,0 % Občutljivost 54,2 % Občutljivost 54,2 % 
Specifičnost 70,4 % Specifičnost 74,1 % Specifičnost 74,1 % 
AUC£ 0,696 AUC£ 0,680 AUC£ 0,678 
§PPV – pozitivna napovedna vrednost; ¥NPV – negativna napovedna vrednost; £AUC – površina 
pod krivuljo 
 
Slika 20: ROC krivulje predlaganega diagnostičnega modela za ločevanje bolnic z endometriozo 
od bolnic izbrane kontrolne skupine (A – »trening set«; B – »testni set«; C – »celokupni set«). 
Vse kontrolne bolnice in bolnice z endometriozo 
Bolnice z endometriozo pa smo nato primerjali še s celotno skupino kontrolnih bolnic (166 bolnic 
z endometriozo in 112 kontrolnih bolnic). V tem primeru je kontrolna skupina bolnic vključevala 
tudi bolnice s cistami, miomi in dodatnimi benignimi ginekološkimi obolenji (o. p. na jajcevodih, 
maternici) ali prisotnimi vnetnimi stanji. Primerjava kliničnih podatkov je pokazala, da se 
kontrolne bolnice in bolnice z endometriozo statistično značilno razlikujejo v starosti in 
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porazdelitvi ITM-ja (p < 0,05). Povprečna starost kontrolnih bolnic je bila 34 ±8 let (razpon 18,1–
54,1 let), bolnic z endometriozo pa 32 ± 6 let (razpon 19,9–50,5 leta). Kontrolne bolnice so imele 
povprečen ITM 24 ± 2 kg/m2 (razpon 17,6–42,2 kg/m2), bolnice z endometriozo pa 23  ±5 kg/m2 
(razpon 16,9–50,1 kg/m2), medtem ko razlike v preostalih kliničnih parametrih niso bile statistično 
značilne (Tabela 8). Rezultati analize metabolitov in metabolnih spremenljivk so pokazali, da je 
med preiskovalnima skupinama 19 metabolnih razmerij statistično značilno spremenjenih v 
»trening setu«, vendar le 7 od teh tudi v »testnem setu« (p < 0,01; Tabela 11).  
Tabela 11: Metabolne spremenljivke, ki so statistično značilno razlikovale med bolnicami z 
endometriozo in bolnicami celotne kontrolne skupine. 
 Metabolna 
spremenljivka* 
Signifikantno različne v 
“trening setu” 
Signifikantno različne v 
“testnem setu” 
1 AK 1 / lysoPC a 1 Da Da 
2 AK 1 / lysoPC a 2 Da Ne 
3 AK 1 / lysoPC 3 Da Da 
4 AK 1 / lysoPC a 4 Da Da 
5 AK 1 / lysoPC a 5 Da Da 
6 AK 1 / PC aa 9 Da Ne 
7 AK 2 / lysoPC a 1 Da Ne 
8 lysoPC a 2 / SMOH 1 Da Ne 
9 AK 3 Da Ne 
10 AK 3 / lysoPC a 1 Da Da 
11 AK 3/ lysoPC a 2 Da Ne 
12 AK 3 / PC aa 9 Da Ne 
13 AK 3 / AK 4 Da Ne 
14 AK 5 / lysoPC a 1 Da Da 
15 AK 6 / lysoPC a 1 Da Ne 
16 AK 6 / lysoPC a 2 Da Ne 
17 AK 6 / lysoPC a 3 Da Ne 
18 AK 6 / lysoPC a 5 Da Da 
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19 AK 7 / PC aa 9 Da Ne 
*AK – aminokislina; lysoPC – lizofosfatidilholin; PC – fosfatidilholin; a – acil; aa – diacil 
Ugotovili smo, da se nabor potencialnih biokemijskih označevalcev endometrioze razlikuje glede 
na primerjalno/kontrolno skupino (Tabela 9 in Tabela 11). 
Poleg že znanih razlik med preiskovanima skupina na osnovi kliničnih podatkov (o. p. starost, 
ITM, kadilski status), smo si pogledali še preostale zbrane podatke. Ugotovili smo, da so med 
izbranimi kontrolnimi bolnicami in bolnicami z endometriozo prisotne razlike v adhezijah, in z 
vnetjem povezanimi ginekološkimi težavami (p < 0,05, Tabela 8). Primerjava med celokupnim 
naborom kontrolnih bolnic in bolnic z endometriozo pa je pokazala, da so tudi tu prisotne razlike 
v dodatnih patologijah na jajcevodih (p < 0,05), vendar so razlike v prisotnosti adhezij in z vnetjem 
povezanih ginekoloških težav veliko večje (p < 0,01). Prav tako imajo kontrolne bolnice v 
primerjavi z bolnicami z endometriozo statistično značilno večje število cist (p < 0,01) kar bi lahko 
vplivalo na metabolni profil in tako na različno identificirane metabolne spremenljivke. 
V modele metabolnih spremenljivk, ki so se statistično značilno razlikovale v »trening« in 
»testnem« setu, smo vključili tudi klinične spremenljike in testirali njihov vpliv. Na podlagi 
rezultatov koncentracij metabolitov in pridobljenih kliničnih podatkov smo izbrali diagnostičen 
model, ki vključuje razmerje koncentracij dveh metabolitov in prisotnost cist pri bolnicah. 
Diagnostične karakteristike modela so podane v Tabeli 12 in predstavljene na Sliki 21, algoritem 
predlaganega modela na podlagi »celokupnega seta« pa je predstavljen spodaj. 
Ln (razmerja obetov) = -0,9538 -1,9817* ln (AK 3 / lysoPC a 1) -1,6367 * ciste1 
1 Ciste prisotne = 1, ciste odsotne = 0 
Tabela 12: Karakteristike predlaganega diagnostičnega modela na podlagi rezultatov koncentracij 
metabolitov v celotni populaciji za analizo. 
»Trening set«  
(50 % bolnic) 
»Testni set« 
(50 % preostalih bolnic) 
»Celokupni set«  
(vse bolnice) 
PNV§ 75,8 % PNV§ 79,2 % PNV§ 76,3 % 
NNV¥ 54,8 % NNV¥ 64,5 % NNV¥ 60,3 % 
Občutljivost 60,2 % Občutljivost 73,5 % Občutljivost 69,9 % 
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Specifičnost 71,4 % Specifičnost 71,4 % Specifičnost 67,9 % 
AUC£ 0,705 AUC£ 0,775 AUC£ 0,742 
§PPV – pozitivna napovedna vrednost; ¥NPV – negativna napovedna vrednost; £AUC – površina 
pod krivuljo 
 
Slika 21: Krivulja ROC predlaganega diagnostičnega modela za ločevanje bolnic z endometriozo 
od celotne kontrolne skupine (A – »trening set«; B – »testni set«; C – »celokupni set«). 
Primerjava posameznih oblik in obsega endometrioze 
Na podlagi rezultatov študije metaboloma smo nato primerjali, če lahko na osnovi izmerjenih 
koncentracij metabolitov ločimo med različnimi oblikami endometrioze in različnimi stadiji 
endometrioze. Med posameznimi oblikami smo peritonealno endometriozo primerjali z ostalimi 
oblikami (o. p. PE vs. OE, GIE, OE+PE, OE+GIE, PE+OE+GIE), ovarijsko endometriozo z 
ostalimi oblikami (o. p. OE vs. OE+PE, OE+GIE, PE, GIE, PE+OE+GIE), ker pa je globoko 
infiltrativna endometrioza prisotna samo pri devetih bolnicah, smo se odločili, da primerjamo 
globoko infiltrativno endometriozo z ali brez prisotnosti ostalih oblik endometrioze s preostalimi 
oblikami (o. p. GIE, GIE+OE, GIE+PE, PE+OE+GIE vs. OE, PE, OE+PE). Glede na stadij 
endometrioze pa smo primerjali minimalno in blago z zmerno in hudo obliko endometrioze (o. p. 
I+II vs. III+IV), kjer smo v ožji izbor uvrstili 123 razmerij metabolitov (o. p. razmerja vključujejo 
koncentracije aminokislin, acilkarnitinov, lizofosfatidilholinov, fosfatidilholinov in 
hidroksisfingomielinov) ter 11 posameznih fosfatidilholinov. 
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Pri peritonealni endometriozi je v ožji izbor prišlo 299 razmerij koncentracij metabolitov, v vseh 
razmerjih pa je eno od spremenljivk predstavljala koncentracija lizofosfatidilholinov. Pri ovarijski 
endometriozi je v ožji izbor prišlo sedem razmerij koncentracij fosfatidilholinov. Pri globoko 
infiltrativni endometriozi pa je v ožji izbor prišlo 28 razmerij metabolitov, kjer je prav tako kot pri 
peritonealni endometriozi, v vseh razmerjih eno od spremenljivk predstavljala koncentracija 
lizofosfatidilholinov. 
5.3.4  RAZPRAVA 
Metabolom predstavlja nabor vseh metabolitov v celici, tkivu, organu ali organizmu, ki 
predstavljajo končen produkt celičnih procesov in so odraz patofizioloških procesov, ki v danem 
trenutki potekajo v preiskovalnem sistemu (Patti in sod., 2012). Posamezne metabolite kot 
potencialne biokemijske označevalce endometrioze so dosedaj iskali že v krvi, urinu, folikularni 
ter peritonealni tekočini (Letsiou, Peterse, Fassbender, Hendriks, van den Broek, Berger, Dorien, 
in sod., 2017; Ghazi in sod., 2016; Vicente-Munoz in sod., 2016; Cordeiro in sod., 2015; Vicente-
Munoz in sod., 2015; Dutta in sod., 2012; Khanaki K, 2012; Prieto in sod., 2012). V navedenih 
študijah so metabolite kot potencialne biokemijske označevalce endometrioze največrat 
preiskovali s pristopi jedrske magnetne resonance in s pomočjo tekočinske kromatografije, v 
študije pa je bilo vključenih od 10 do 64 bolnic z endometriozo, ki so jih primerjali z različnimi 
kontrolnimi skupinami, v katere je bilo vključenih od 10 do 74 bolnic (Tabela 13). Naša skupina 
je prva uporabila pristop tarčne metabolomike in v vzorcih plazme 40 bolnic z ovarijsko 
endometriozo in 52 zdravih žensk določila koncentracije 163 različnih metabolitov in na podlagi 
rezultatov postavila diagnostičen model z občutljivostjo 90 % in specifičnostjo 84 % (Vouk in 
sod., 2012). Študija je bila narejena tudi na vzorcih peritonealne tekočine 29 bolnic z ovarijsko 
endometriozo in 36 zdravih žensk, karakteristike najboljšega diagnostičnega modela pa so bile 
podane z občutljivostjo 83 % in specifičnostjo 94 % (Vouk in sod., 2016).V tokratni študiji smo 
prav tako uporabili pristop tarčne metabolomike, saj smo s pomočjo komercialno dostopnega 
kompleta in z uporabo tekočinske kromatografije sklopljene s tandemsko masno spektrometrijo v 
286 vzorcih plazme določili koncentracije 188 različnih metabolitov. Skladno s priporočili, ki so 
jih objavili v raziskovalni skupini prof. dr. Zondervan (Zondervan in sod., 2002) smo se v prvi 
stopnji odločili, da primerjamo vse bolnice z endometriozo z izbrano skupino bolnic, ki izhajajo 
iz iste kohorte bolnic s simptomi značilnimi za endometriozo. V tej skupini smo kot potencialni 
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biokemijski označevalec identificirali eno razmerje fosfatidilholinov. O vlogi, pomenu in 
vpletenosti fosfatidilholinov v patofiziologijo endometrioze s(m)o v naši raziskovalni skupini že 
pisali, saj so bili v predhodni metabolomski študiji fosfatidilholini vključeni v diagnostičen model, 
ki je uspešno ločeval bolnice z ovarijsko endometriozo od kontrolne skupine bolnice (Vouk in 
sod., 2012). Spremenjene koncentracije fosfolipidov povezujemo predvsem s spremembami v 
ektopičnem endometriju, in sicer s povišanim izražanjem ali povišani koncentraciji določenih 
encimov (o. p. fosfolipaza D, fosfolipaza A2,), kar se odraža v spremenjenih plazemskih 
koncentracijah diacil in acilalkil fosfatidilholinov. 
V drugem sklopu študije pa smo želeli še preveriti, katere metabolne spremenljivke se statistično 
značilno razlikujejo med bolnicami z endometriozo in celokupnim naborom kontrolnih bolnic. V 
tej populaciji smo identificirali 19 potencialnih biokemijskih označevalcev, ki predstavljajo 
razmerja metabolitov, natančneje razmerja različnih aminokislin in lizofosfatidilholinov ter eno 
posamezno aminokislino. Ugotovili smo, da so identificirane metabolne spremenljivke popolnoma 
drugačne od predhodno identificiranih. Sklepamo, da je v tem sklopu skupina kontrolnih 
preiskovank preveč heterogena, saj vključuje številna pridružena benigna ginekološka obolenja, 
ki potencialno vplivajo na metabolni profil. Po drugi strani, pa ta skupina verjetno bolj realistično 
odraža kompleksnost in so verjetno rezultati bolj generalni. Na tem mestu je torej uporaba 
razširjene kontrolne skupine pri identifikaciji biokemijskih označevalcev endometrioze vprašljiva. 
Kljub temu pa smo opazili, da je nabor identificiranih spremenljivk precej poenoten, saj vključuje 
večinoma samo razmerja koncentracij glicerofosfolipidov in aminokislin, kar bi bilo zanimivo 
podrobneje raziskati. 
Pri študiji smo ugotovili, da se metabolom bolnic z različnimi oblikami endometrioze razlikuje, 
do razlik pa prihaja tudi na glede na obseg bolezni (o. p. revidirana lestvica ameriške združenja za 
reproduktivno medicino). S primerjavo metaboloma bolnic z endometriozo in bolnic izbrane 
kontrolne skupine smo postavili diagnostični model, ki vključuje razmerje koncentracih dveh 
fosfatidilholinov in ima zaradi ene same vključene spremenljivke omejene diagnostične 
značilnosti (AUC = 0,687). Na podlagi celokupnega nabora bolnic pa smo postavili diagnostičen 
model, ki vključuje razmerje koncentracij aminokisline in lizofosfatidilholina in dodani podatek o 
prisotnosti cist. Ta diagnostični model ima boljše karakteristike z občutljivostjo 69,9 %, 
specifičnostjo 67,9 % in vrednostjo površine pod krivuljo 0,742. 
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5.3.5  ZAKLJUČEK 
V okviru metabolomske študije smo na več kot 200 vzorcih plazme bolnic z endometriozo in 
kontrolne skupine bolnic izmerili koncentracije 188 različnih metabolitov, lipidov in aminokislin. 
Rezultati kažejo, da se določena razmerja aminokislin in lizofosfatidilholinov značilno razlikujejo 
med bolnicami z endometriozo in kontrolno skupino bolnic. Ugotovili smo, da se nabor 
identificiranih biokemijskih označevalcev razlikuje tudi glede na vrsto primerjalne/kontrolne 
skupine bolnic, kar bomo v prihodnje še podrobneje raziskali.
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Tabela 13: Študije metabolitov kot potencialnih biokemijskih označevalcev endometrioze. 
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6  PREGLED IN SKLEPNE MISLI 
 
V okviru doktorske disertacije smo proučevali različne proteine in metabolite kot potencialne 
biokemijske označevalce endometrioze in raka endometrija. Empirično smo predpostavili, da 
bi iz nabora 900 oz. 40 preiskovalnih proteinov 2 % oz. 12 % le-teh predstavljalo potencialne 
biokemijske označevalce endometrioze. Na osnovi izmerjenih serumskih ali plazemskih 
koncentracij in zbranih kliničnih podatkov smo nato z ustreznimi statističnimi pristopi postavili 
različne diagnostične modele za ločevanje bolnic z endometriozo ali rakom endometrija od 
bolnic kontrolne skupine ter prognostične modele za napoved prisotnosti globoke invazije v 
miometrij ali limfovaskularne invazije pri bolnicah z rakom endometrija. Biokemijske 
označevalce endometrioze in raka endometrija smo iskali tako med posameznimi proteini kot 
tudi v naboru proteinov in metabolitov. 
6.1 Študije biokemijskih označevalcev endometrioze 
 
Na osnovi predhodne transkriptomske študije iskanja biokemijskih označevalcev ovarijske 
endometrioze (Vouk in sod., 2011) in rezultatov podatkovnih baz, ki so povezovale povišano 
izražanje ARX (Aristaless-related homeobox) z različnimi oblikami endometrioze, smo želeli 
na ravni mRNA in na proteinski ravni preveriti ARX kot možni biokemijski označevalec. 
Potrdili smo, da je izražanje ARX statistično značilno povišano pri ovarijski endometriozi v 
primerjavi z normalnim endometrijem. Pokazali smo, da je tudi količina proteina pri ovarijski 
endometriozi povečana v primerjavi z normalnim endometrijem. Z imunohistokemijskim 
barvanjem pa smo ugotovili, da je ARX prisoten v stromi jajčnika in ne izvira iz 
endometriotičnih stromalnih ali epitelijskih celic. S študijo smo tako pokazali, da je treba 
rezultate ekspresijskih študij v vzorcih tkiva potrditi na proteinski ravni s pomočjo 
imunohistokemijske analize, ki nam med drugim poda tudi informacijo o lokalizaciji 
preiskovanega proteina. Validacija je še toliko bolj pomembna pri ekspresijskih študijah, ki 
vključujejo kompleksne vzorce, kot je ovarijska endometrioza. Naš protokol zbiranja in 
shranjevanja vzorcev je potekal skladno z objavljenimi smernicami (Fassbender in sod., 2014), 
vseeno pa to ni izključilo celične heterogenosti, ki je prisotna v vzorcih ovarijske endometrioze, 
kjer večino vzorca dejansko sestavlja tkivo normalnega jajčnika. Kontaminacijo z drugimi 
vrstami celic bi lahko preprečili le z uporabo pristopov laserske mikrodisekcije (Zhao in sod., 
2016). Na ta način bi v vzorec sicer lahko vključili samo določen tip celic (o. p. endometriotične 
epitelijske in/ali stromalne celice), vendar pa bi nadaljnje študije omejevala majhna količina 
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celic. Z imunohistokemijskim barvanjem smo pokazali, da je ARX prisoten v celicah, ki 
izvirajo iz ovarijske strome, zato smo ovrgli hipotezo o potencialnem biokemijskem 
označevalcu endometrioze. ARX je prisoten tudi pri sex cord-stromalnih tumorjih, zato smo 
predpostavili, da bi lahko predstavljal označevalca sex cord-stromalne diferenciacije pri 
tumorjih jajčnikov. 
Povišane koncentracije CA-125 pri endometriozi so opisali že v osemdesetih letih prejšnjega 
stoletja (Barbieri in sod., 1986), nadaljnje študije pa so potrdile, da ima CA-125 dobre 
diagnostične karakteristike samo v primerih zmerne do hude oblike endometrioze, medtem ko 
pri bolnicah z minimalno ali blago obliko endometrioze nima diagnostičnega potenciala 
(Rižner, 2014; Szubert in sod., 2012; May in sod., 2010; Huhtinen in sod., 2009). Problematična 
je tudi njegova specifičnost, saj so povišane koncentracije CA-125 prisotne tudi pri malignih 
obolenjih (o. p. rak jajčnikov, endometrija, dojk, pankreasa, kolorektalni rak), nemalignih in 
določenih normalnih fizioloških stanjih (o. p. nosečnost) (Escudero in sod., 2011; Meden in 
Fattahi-Meibodi, 1998; Seki in sod., 1986). Kot potencialnega označevalca endometrioze so v 
zadnjem času znanstveniki proučevali tudi HE4, ki je sicer vključen v diagnostičen algoritem 
raka jajčnikov (Moore in sod., 2009). Izsledki študij so sicer pokazali, da med bolnicami z 
endometriozo in kontrolno skupino bolnic ni statistično značilnih razlik v koncentraciji HE4 
(Anastasi in sod., 2013; Huhtinen in sod., 2009), vrednosti pa so lahko povišane pri različnih 
patologijah (rak jajčnikov, endometrija, dojk, trebušne slinavke, pljučni adenokarcinom) kot 
tudi v normalnih žlezah (Galgano in sod., 2006; Drapkin in sod., 2005). CA-125 in HE4 zaradi 
njune nespecifičnosti nista primerna kot posamezna biokemijska označevalca, v okviru 
doktorske disertacije pa smo želeli preveriti, če lahko njuna kombinacija in dodani klinični 
podatki pripomorejo k večji specifičnosti in občutljivosti ter postavitvi diagnostičnega 
algoritma za bolnice z endometriozo. Ugotovili smo, da so bile pri bolnicah z endometriozo v 
primerjavi s kontrolno skupino bolnic značilno povišane serumske koncentracije CA-125, 
medtem ko razlike v koncentracijah HE4 niso bile statistično značilne, kar je skladno s 
predhodno objavljenimi študijami. V naši študiji je imelo 60 bolnic z endometriozo (48 %) 
serumske vrednosti CA-125 nad splošno uveljavljeno vrednostjo mejne koncentracije (o. p. 35 
U/ml), večina (58 %) je imela zmerno do hudo obliko endometrioze. Pri izgradnji 
diagnostičnega modela smo v analizo poleg serumskih vrednosti CA-125 vključili številne 
zbrane klinične podatke in ugotovili, da na diagnostičen izid vplivajo tudi indeks telesne mase, 
prisotnost/odsotnost cist, prisotnost/odsotnost dispareunije in ocena dismenoreje. Na osnovi teh 
parametrov smo tako postavili dva modela z dobrimi diagnostičnimi karakteristikami; s 
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površino pod krivuljo 0,82–0,84, specifičnostjo 79–81 % in občutljivostjo 74–75 %. Povišane 
koncentracije CA-125 pri bolnicah z endometriozo smo glede na predhodne objave sicer 
pričakovali, nov prispevek naše študije pa so diagnostični modeli, ki poleg serumskih 
koncentracij CA-125 vključujejo tudi klinične podatke. 
 
Endometrioza je pogosta ginekološka bolezen, ki je povezana z nespecifičnimi simptomi in 
invazivno diagnostiko (May in sod., 2010). V kliniki se pri diagnosticiranju endometrioze sicer 
uporablja tudi številne tehnike slikanja (o. p. ultrazvok, računalniško tomografijo, magnetno 
resonanco), vendar so le-te bolj primerne za ovarijsko in delno mogoče tudi za globoko 
infiltrativno endometriozo, medtem ko za bolj pogosto peritonealno obliko endometrioze 
zanesljivih preoperativnih detekcijskih metod ne poznamo (Burney, 2014). Kljub vsemu pa je 
za dokončno in zanesljivo potrditev prisotnosti endometrioze še vedno potrebna operativna 
obravnava bolnice s pomočjo laparoskopije (Fassbender, Burney, O, in sod., 2015). Na osnovi 
pregleda literature in takrat zbranih kliničnih vzorcev smo s tarčnim pristopom proteomike 
iskali biokemijske označevalce peritonealne endometrioze. Uporabili smo sistem analitskih 
mikromrež, ki nam omogoča hkratno detekcijo 900 različnih proteinov v majhnem vzorcu 
plazme. Ugotovili smo, da se profil 24 proteinov med bolnicami s peritonealno endometriozo 
razlikuje v primerjavi s kontrolno skupino bolnic. Študija uporabe proteinskih mikromrež je 
vključevala majhen nabor vzorcev (n = 12) in tako predstavlja fazo odkrivanja biokemijskih 
označevalcev endometrioze, kateri bo sledila še validacijska faza z uporabo komercialno 
dostopnih kompletov. Po nam znanih podatkih pristopa analitskih mikromrež za identifikacijo 
biokemijskih označevalcev endometrioze do sedaj še niso uporabili. 
Etiologija endometrioze še danes ni v celoti znana in jo tako razlagamo z vrsto teorij, od katerih 
nobena v celoti ne pojasni njenega nastanka. Najbolj znano in splošno uveljavljeno teorijo je 
leta 1972 postavil John Albert Sampsons. Njegova teorija retrogradne menstruacije 
predpostavlja, da prihaja do zatekanja menstruacijske krvi prek jajcevodov v peritonealno 
votlino, kjer pride nato do implantiranja endometrijskih celic na ektopičnih mestih (Sampson, 
1927a). Poleg tako imenovane implantacijske teorije pa poznamo še indukcijsko teorijo, teorijo 
ostankov Müllerjevih vodov, metaplazije celomskega epitela, limfatičnih in žilnih embolizmov, 
avtoimunsko teorijo, vlogo pri nastanku endometrioze pa imajo tudi genetski, okoljski in 
endokrinološki dejavniki (Sourial in sod., 2014). Pomembno vlogo pri nastanku in 
napredovanju endometrioze naj bi imel moten imunski odziv, ki omogoča endometrijskim 
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celicam preživetje na ektopičnih mestih (Kyama in sod., 2003). Vlogo in diagnostičen potencial 
vnetnih proteinov (o. p. citokinov, kemokinov) kot biokemijskih označevalcev endometrioze 
so preiskovali že številni raziskovalci, vendar se izsledki študij razlikujejo (O in sod., 2017; 
Rižner, 2014; May in sod., 2010). Na koncentracije vnetnih proteinov pa lahko vplivajo tudi 
številna druga patofiziološka stanja in dejavniki (o. p. življenjske navade, zdravila), kar zmanjša 
njihov diagnostičen potencial in omeji uporabo v klinični praksi (Suzuki, 2018; Monastero in 
Pentyala, 2017; Turner in sod., 2014; Brown in sod., 2010; Sopori, 2002). Naša študija 
proučevanja vnetnih proteinov kot potencialnih biokemijskih označevalcev je temeljila na 
relativno velikem številu vključenih bolnic (n = 210), kliničnih vzorcih, ki so bili zbrani po 
standardnem postopku (o. p. od zbiranja, procesiranja do shranjevanja), dobro okarakterizirani 
preiskovalni skupini, po nam znanih podatkih do sedaj največjem naboru proučevanih citokinov 
in kemokinov ter ustrezni statistični nadgradnji. Kljub temu da smo v prvi fazi s pomočjo 
univariatne analize identificirali posamezne potencialne biokemijske označevalce določenih 
oblik endometrioze, pa z ustrezno statistično nadgradnjo diagnostičnega modela, ki bi na osnovi 
plazemskih koncentracij vnetnih proteinov uspešno ločeval bolnice z endometriozo od 
kontrolne skupine bolnic, nismo mogli postaviti. Rezultati naše študije se tako skladajo s 
študijami, ki prav tako navajajo, da imajo v krvi krožeči citokini in kemokini omejen 
diagnostičen potencial pri bolnicah z endometriozo (Y. H. Lee in sod., 2016; Rocha in sod., 
2016; Kalu in sod., 2007). 
Z uveljavitvijo globalnih pristopov transkriptomike, metabolomike in proteomike se je v 
zadnjih letih število študij iskanja biokemijskih označevalcev močno povečalo, vendar kljub 
številnim naporom klinično uporabnega biokemijskega označevalca ali nabora le-teh še vedno 
ne poznamo (Rižner, 2014; May in sod., 2010). V naši raziskovalni skupini so v eni izmed 
predhodnih metabolomskih študij kot prvi uporabili pristop tarčne metabolomike in proučili 
potencial 163 različnih metabolitov pri ovarijski endometriozi (Vouk in sod., 2012). Rezultat 
študije je bil diagnostičen algoritem, ki je vključeval podatek o koncentraciji 
hidroksisfingomielina (o. p. SMOH C16:1), razmerje koncentracij dveh fosfatidilholinov (o. p. 
PC aa C36:2/PC ae C34:2) ter dodani podatek o indeksu telesne mase in starosti. V raziskovalni 
skupini prof. dr. D'Hoogheja pa so leta 2017 na relativno majhnem vzorcu bolnic (n = 44) s 
pomočjo tekočinske kromatografije, sklopljene s tandemsko masno spektrometrijo ali z masnim 
analizatorjem na čas preleta ionov, preiskovali diagnostičen potencial širšega nabora 
metabolitov. Njihov končni diagnostični model je vključeval nabor acilkarnitinov, 
karakteristike modela pa so bile podane z občutljivostjo 82 % in specifičnostjo 89 % (Letsiou, 
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Peterse, Fassbender, Hendriks, van den Broek, Berger, O, in sod., 2017). Na osnovi 
spremenjenega metabolizma pri endometriozi smo želeli sedaj v okviru predstavljene študije 
določiti diagnostičen potencial širokega nabora lipidnih metabolitov pri bolnicah z različnimi 
oblikami endometrioze. Študijo smo razdelili v dva dela, kjer smo v prvem delu identificirali 
14 razmerij metabolitov (večina iz skupine fosfatidilholinov), v drugem pa aminokislino in 18 
razmerij metabolitov (večinoma iz skupine glicerofosfolipidov in aminokislin) kot potencialnih 
biokemijskih označevalcev endometrioze. Rezultati študije metaboloma so pokazali, da se 
posamezne oblike endometrioze razlikujejo v številu in naboru različnih koncentracij 
metabolitov, do razlik pa prihaja tudi pri primerjavi različnih stadijev bolezni, natančneje pri 
bolnicah z endometriozo stadija I ali II v primerjavi z bolnicami z endometriozo stadija III ali 
IV. Na podlagi izmerjenih koncentracij metabolitov in pridobljenih podatkov bolnic smo 
postavili tudi diagnostičen model, katerega karakteristike so podane z občutljivostjo 69,9 %, 
specifičnostjo 67,9 % in vrednostjo površine pod krivuljo 0,742. 
6.2. Študije biokemijskih označevalcev raka endometrija 
 
Diagnostičen kot tudi prognostičen potencial CA-125 in HE4 smo preverili tudi pri raku 
endometrija. Študij, ki so proučevale tako diagnostičen kot tudi prognostičen potencial 
CA-125 in/ali HE4 pri raku endometrija, je relativno veliko, vendar se razlikujejo predvsem v 
številu bolnic, ki so bile vključene v študijo, in v vrsti kontrolne skupine (Rižner, 2016). V naši 
študiji smo želeli preveriti, kakšen je diagnostičen potencial posameznega tumorskega 
označevalca, njune kombinacije in nato dodanih kliničnih parametrov. Ugotovili smo, da ima 
kombinacija serumskih koncentracij CA-125 in HE4 boljše diagnostične karakteristike (AUC = 
0,790) kot posamezna označevalca (AUC CA-125 = 0,683; AUC HE4 = 0,765). Od vseh kliničnih 
spremenljivk, ki smo jih vključili v analizo, pa je le ITM še dodatno izboljšal diagnostične 
karakteristike, kar je pripeljalo do končnega modela, ki vključuje serumske koncentracije CA-
125, HE4 in dodani ITM ter loči bolnice z rakom endometrija od kontrolne skupine bolnic z 
AUC = 0,804, specifičnostjo 85 % in občutljivostjo 67 %. Od vseh zbranih prognostičnih 
parametrov pri bolnicah z rakom endometrija (o. p. gradus endometrioidnega tumorja, globina 
invazije v miometrij, histološki tip, limfovaskularna invazija) so bile vrednosti HE4 v 
primerjavi s CA-125 statistično značilno povišane (p < 0,05) pri bolnicah s prognostično 
neugodnimi karakteristikami raka endometrija (o. p. globoka invazija v miometrij, 
limfovaskularna invazija). Zaradi relativno majhnega števila bolnic z rakom endometrija (n = 
64) prognostičnega algoritma nismo mogli postaviti. Pri bolnicah z rakom endometrija je še 
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posebej pomembna identifikacija bolnic z nizkim tveganjem, ki imajo endometrioidni tip raka 
endometrija gradusa 1 ali 2 in pri katerih bi se lahko izognili limfadenektomiji in s tem 
povezanim pooperativnim težavam oziroma zapletom. Ugotovili smo, da ima pri tej skupini 
bolnic HE4 boljše napovedne vrednosti, saj je bil za razliko od CA-125 statistično značilno 
povišan pri bolnicah z globoko invazijo v miometrij. Primerjava prognostičnega potenciala 
HE4 pri napovedi prisotnosti globoke invazije v miometrij je pokazala, da ima pri skupini 
bolnic z nizkim tveganjem HE4 boljše karakteristike 
(AUC = 0,84) kot pri celotni skupini bolnic (AUC = 0,81). Kljub temu da so bile vrednosti HE4 
povišane tudi pri bolnicah z nizkim tveganjem in prisotno limfovaskularno invazijo, pa razlika 
ni bila statistično značilna (p = 0,06). S študijo smo tako pokazali, da lahko s kombinacijo že 
uveljavljenih tumorskih označevalcev, dodanimi kliničnimi podatki in ustrezno statistično 
analizo postavimo nov diagnostičen model, ki uspešno loči bolnice z rakom endometrija od 
kontrolne skupine bolnic. 
Spremenjen metabolizem velja za enega od ključnih znakov rakavega obolenja (Hanahan in 
Weinberg, 2011), zato smo se odločili, da proučimo metabolom oziroma lipidom bolnic z 
rakom endometrija ter diagnostičen in prognostičen potencial metabolitov. Aminokisline kot 
potencialne biokemijske označevalce so do sedaj proučevali samo Ihata in sodelavci (Ihata in 
sod., 2014), nedavno pa sta bili objavljeni še dve študiji, ki sta prav tako preiskovali potencial 
metabolitov pri raku endometrija (Troisi in sod., 2018; Bahado-Singh, 2017). V naši študiji smo 
pokazali, da je pri bolnicah z rakom endometrija metabolizem glicerofosfolipidov, aminokislin, 
acilkarnitinov in sfingolipidov spremenjen. Med posameznimi metaboliti smo identificirali tri 
potencialne diagnostične označevalce raka, in sicer diacil fosfatidilholine (o. p. PC aa C40:0, 
PC aa C42:5, PC aa C42:6), ki so bili pri bolnicah z rakom endometrija prisotni v statistično 
značilno nižji koncentraciji. Zmanjšane plazemske koncentracije metabolitov skupine 
fosfatidilholinov lahko razložimo s splošno znano povečano proliferacijo, ki poteka v samem 
tumorskem tkivu in s tem povečano sintezo celičnih membran, katere osnovni gradniki so 
fosfatidilholini (Santos in Schulze, 2012). Spremenjen metabolizem fosfatidilholinov so 
potrdile tudi nekatere študije na endometrijskem tumorskem tkivu, v katerih so proučevali 
različne encime, udeležene v metabolizem fosfatidilholinov (Wasniewski in sod., 2015; Trousil 
in sod., 2014; Shen in sod., 2010). Naš končni diagnostični model, ki ima občutljivost 77 %, 
specifičnost 79 % in vrednost površine pod krivuljo 0,855, vsebuje razmerja treh metabolitov 
(o. p. C16 / PC ae C40:1; prolin / tirozin; PC aa C42:0 / PC ae C44:5) ter dodani status kajenja. 
Študij o vlogi razmerij metabolitov pri raku endometrija ne poznamo, vendar pa so raziskovalci 
Knific T., doktorska disertacija, Inštitut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani 
161 
 
že dokazali uporabnost razmerij metabolitov z namenom izboljšanja diagnostičnega potenciala 
biokemijskih označevalcev sladkorne bolezni tipa 2, tudi brez poznavanja njihovega direktnega 
učinka (Molnos in sod., 2018). Zmanjšano tveganje za nastanek raka endometrija pri ženskah 
kadilkah je bilo ugotovljeno že v številnih epidemioloških študijah in je skladno z rezultati naše 
predstavljene študije, kjer je kajenje negativen napovedni dejavnik za prisotnost raka 
endometrija. Povezavo med zmanjšanim tveganjem za nastanek raka endometrija pri kadilkah 
pa predstavljajo številni antiestrogeni učinki, ki so posledica kajenja. Večina kadilk ima nižji 
indeks telesne mase in s tem manjšo količino adipoznega tkiva v katerem prihaja do pretvorbe 
androstendiona v estrogen, kajenje poveča pretvorbo estrogena v 2-hidroksiestron (o. p. ne 
spodbuja karcinogeneze) in preko uničenja oocitov lahko vpliva na zgodnejši nastop 
menopavze (Felix in sod., 2014). Spremenjen metabolizem pri bolnicah z rakom endometrija 
pa je pripeljal tudi do postavitve prognostičnih algoritmov za napoved prisotnosti globoke 
invazije v miometrij (štirje modeli) in limfovaskularne invazije (en model). Vsi predstavljeni 
modeli imajo dobre prognostične karakteristike in so vključevali dve razmerji metabolitov. 
Kljub temu da ne poznamo patofiziološke vloge vseh navedenih metabolitov oz. razmerij 
metabolitov, pa rezultati naše študije kažejo, da so spremembe pri bolnicah z rakom endometrija 
zelo kompleksne in jih ne moremo pripisati zgolj enemu posameznemu metabolitu niti 
posamezni skupini metabolitov. 
Kako pomembni bi bili biokemijski označevalci endometrioze in raka endometrija, se odraža 
tudi v številu naraščajočih študij v zadnjih 20 letih, kjer raziskovalci s številnimi različnimi 
metodološkimi pristopi preiskujejo biokemijske označevalce omenjenih bolezni. Prispevek 
naših predstavljenih diagnostičnih in prognostičnih modelov ni zanemarljiv, vendar so sedaj 
potrebne ustrezne validacijske študije, ki bi potrdile potencialno klinično uporabnost 
predstavljenih algoritmov. 
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7  ZAKLJUČEK 
 
V sklopu proučevanja biokemijskih označevalcev endometrioze smo ugotovili naslednje: 
1. ARX (Aristaless-related homeobox) ni biokemijski označevalec endometrioze, lahko 
pa bi predstavljal označevalca sex cord-stromalne diferenciacije pri tumorjih jajčnikov; 
2. postavili smo diagnostičen algoritem, ki vključuje serumske koncentracije CA-125, 
indeks telesne mase, prisotnost cist in bolečinsko spremenljivko ter uspešno loči bolnice 
z različnimi oblikami endometrioze od kontrolne skupine bolnic; 
3. z uporabo analitskih proteinskih mikromrež smo preverili ravni 900 proteinov in smo 
lahko identificirali 24 možnih diagnostičnih biokemijskih označevalcev peritonealne 
endometrioze, kar omogoča nadaljnje preverjanje na večjem številu bolnic z uporabo 
komercialno dostopnih kompletov ELISA; 
4. na osnovi plazemskih koncentracij izmerjenih 40 citokinov in kemokinov ter z uporabo 
ustreznih statističnih pristopov nismo mogli postaviti diagnostičnega algoritma, ki bi 
uspešno ločeval bolnice z različnimi oblikami endometrioze od kontrolne skupine 
bolnic; 
5. s tarčnim metabolomskim pristopom smo izmerili koncentracije 188 različnih lipidnih 
metabolitov in ugotovili, da je med bolnicami z različnimi oblikami endometrioze in 
kontrolno skupino bolnic več metabolitov, prisotnih v spremenjenih koncentracijah, do 
razlik pa prihaja tudi pri različnih oblikah in obsegu endometrioze. Na osnovi 
izmerjenih koncentracij metabolitov in zbranih kliničnih podatkov pa smo postavili 
diagnostičen algoritem, ki vključuje razmerje koncentracij dveh metabolitov in dodani 
podatek o prisotnosti cist. 
V sklopu proučevanja biokemijskih označevalcev raka endometrija smo ugotovili naslednje: 
6. kombinacija serumskih koncentracij CA-125 in HE4 ter dodani indeks telesne mase so 
pripeljali do postavitve diagnostičnega algoritma za bolnice z rakom endometrija; 
7. HE4 ima boljše prognostične karakteristike, saj je za razliko od CA-125 statistično 
značilno povišan pri bolnicah z rakom endometrija, ki imajo prisotno globoko invazijo 
v miometrij ali limfovaskularno invazijo; 
8. na podlagi izmerjenih 163 metabolitov lipidov pri bolnicah z rakom endometrija smo 
postavili algoritem z dobrimi diagnostičnimi karakteristikami; 
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9. metabolom bolnic z rakom endometrija, ki imajo prisotno globoko invazijo v miometrij 
in limfovaskularno invazijo, je spremenjen, kar je pripeljalo do postavitve štirih 
različnih prognostičnih algoritmov. 
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